Improving the safety of immunotherapy by regulating lymphocyte T signaling pathways using synthetic biology approaches by Krivec, Eva
 
 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ BIOTEHNOLOGIJE 
 
 
 
 
 
 
 
Eva KRIVEC 
 
 
 
 
REGULACIJA SIGNALNIH POTI LIMFOCITOV T Z 
UPORABO METOD SINTEZNE BIOLOGIJE ZA 
IZBOLJŠANO VARNOST CELIČNE 
IMUNOTERAPIJE 
 
 
MAGISTRSKO DELO 
 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020 
 
 
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
BIOTEHNIŠKA FAKULTETA 
ŠTUDIJ BIOTEHNOLOGIJE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Eva KRIVEC 
 
 
 
 
REGULACIJA SIGNALNIH POTI LIMFOCITOV T Z UPORABO 
METOD SINTEZNE BIOLOGIJE ZA IZBOLJŠANO VARNOST 
CELIČNE IMUNOTERAPIJE 
 
MAGISTRSKO DELO 
Magistrski študij - 2. stopnja 
 
 
IMPROVING THE SAFETY OF IMMUNOTHERAPY BY 
REGULATING LYMPHOCYTE T SIGNALING PATHWAYS USING 
SYNTHETIC BIOLOGY APPROACHES 
 
M. SC. THESIS 
Master Study Programmes 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020 
 
II 
Krivec E. Regulacija signalnih poti limfocitov T … za izboljšano varnost celične imunoterapije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
Magistrsko delo je zaključek Magistrskega študijskega programa druge stopnje 
Biotehnologija. Delo je bilo opravljeno na Kemijskem inštitutu, na Odseku za sintezno 
biologijo in imunologijo. 
  
Študijska komisija je za mentorja magistrskega dela imenovala prof. dr. Romana Jeralo in 
za recenzenta doc. dr. Ireno Oven. 
 
 
 
 
 
 
 
Komisija za oceno in zagovor: 
 
Predsednik: prof. dr. Mojca NARAT 
Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
Član: prof. dr. Roman JERALA 
  Kemijski inštitut, Odsek za sintezno biologijo in imunologijo 
 
Član: doc. dr. Irena OVEN  
 Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za zootehniko 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Datum zagovora: 
 
 
III 
Krivec E. Regulacija signalnih poti limfocitov T … za izboljšano varnost celične imunoterapije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du2 
DK UDK 606: 616 - 006.6: 577.27: 602.68 (043.22) 
KG celična imunoterapija, CAR-T, STAT5b, proteaza TEV, dvojni luciferazni test 
AV KRIVEC, Eva  
SA JERALA, Roman (mentor)  
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, Magistrski 
študijski program druge stopnje Biotehnologija 
LI 2020  
IN REGULACIJA SIGNALNIH POTI LIMFOCITOV T Z UPORABO METOD  
SINTEZNE BIOLOGIJE ZA IZBOLJŠANO VARNOST CELIČNE 
IMUNOTERAPIJE  
TD Magistrsko delo (Magistrski študij - 2. stopnja)  
OP XI, 53, [4] str., 17 pregl., 19 sl., 2 pril., 55 vir.     
IJ sl 
JI sl/en 
AI Celice T z izraženim himernim receptorjem za tumorske antigene (ang. Chimeric 
antigen receptor T cell ali CAR-T) predstavljajo novejšo obliko terapije na 
področju zdravljenja raka. Izkazala se je za izredno uspešno na področju zdravljenja 
določenih oblik krvnega raka, vendar ima lahko tudi hude stranske učinke. Zato je 
ena izmed poti razvoja celičnih terapij uporaba sintezne biologije z namenom 
vpeljave molekularnih stikal v celice CAR-T, ki jih lahko nadzorujemo z uporabo 
majhnih molekul, s katerim vplivamo na signalne poti v celici in posledično 
uravnavamo različne celične procese, kot so aktivacija, proliferacija ali indukcija 
apoptoze. Cilj naloge je bil z uporabo kombinacij represorske in/ali aktivacijske 
domene vplivati na aktivnost transkripcijskega faktorja STAT5b, ki je vpleten v od 
citokinov odvisno proliferacijo celic T. Za aktivacijo ali represijo smo uporabili dva 
pristopa. Prvi je vključeval cepitev kovalentno vezanih domen z uporabo proteaze 
TEV. Drugi način je vključeval uporabo dimerizacijskih domen dmrC in dmrA za 
povezavo med DNA vezalno domeno transkripcijskega faktorja STAT5b in 
aktivacijsko ali represorsko domeno. Delovanje modificiranih transkripcijskih 
faktorjev smo merili v celični liniji HEK293, kjer smo spremljali raven izražanja 
poročevalskega gena kresničkine luciferaze. Delovanje izbranega modificiranega 
transkripcijskega faktorja smo nadalje preučili v celicah Jurkat, kjer smo z uporabo 
kvantitativne reakcije z verižno polimerazo v realnem času spremljali izražanje 
endogenih genov. Z uporabo DNA vezalne domene STAT5b, kovalentno povezane 
z aktivacijsko domeno ali represorsko domeno, smo uspešno uravnavali izražanje 
poročevalskega gena kresničkine luciferaze, medtem ko učinka na izbranih 
endogenih genih nismo zaznali. 
IV 
Krivec E. Regulacija signalnih poti limfocitov T … za izboljšano varnost celične imunoterapije.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
KEY WORDS DOCUMENTATION  
 
ND Du2 
DC UDC 606: 616 - 006.6: 577.27: 602.68 (043.22) 
CX cellular immunotherapy, CAR-T, STAT5b, TEV protease, dual luciferase assay 
AU KRIVEC, Eva  
AA JERALA, Roman (supervisor)  
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Master Study Programme in 
Biotechnology 
PY 2020  
TI IMPROVING THE SAFETY OF IMMUNOTHERAPY BY REGULATING 
LYMPHOCYTE T SIGNALING PATHWAYS USING SYNTHETIC BIOLOGY 
APPROACHES 
DT M. Sc. Thesis (Master Study Programmes) 
NO XI, 53, [4] p., 17 tab., 19 fig., 2 ann., 55 ref.            
LA sl 
AL sl/en 
AB Chimeric antigen receptor T cell or CAR-T is a new type of immunotherapy that 
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antigen on targeted cancer cells. CAR-T has been used to successfully treat several 
types of blood cancer, but carries the risk of severe side effects resulting from 
overactivation of therapeutic cells. One of the pathways for the development of 
cellular therapies is the use of synthetic biology to introduce molecular switches 
into CAR-T cells that can be controlled by small molecules to influence signaling 
pathways in the cell and subsequently regulate various cellular processes such as 
activation, proliferation or induction of apoptosis. We have prepared several 
transcription factors based on human protein STAT5b with added activator and/or 
repressor domains through which we may control its activity. We used two 
different approaches, the first was the utilization of protease TEV for the cleavage 
of covalently bound domains, the second was the utilization of dimerization 
domains DmrC and DmrA for induction of a noncovalent bond between the DNA 
binding domain of STAT5b and a repressor domain. We evaluated the activity of 
transcription factors in HEK293 cells by measuring the expression of the reporter 
gene. The selected transcription factor was additionally tested in Jurkat cells, where 
we also measured the expression of endogenous genes with qPCR. With the use of 
the DNA binding domain of STAT5b, covalently bound with an activation or 
repressor domain, we successfully controlled the expression of the reporter gene. 
However, there was no effect on the expression of the selected endogenous genes. 
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1 UVOD 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Celice CAR-T predstavljajo pomemben preboj na področju imunoterapije pri zdravljenju 
raka. Terapija se je v kliničnih študijah izkazala za zelo učinkovito, vendar velik problem 
še vedno predstavlja njena varnost. Eden izmed bolj problematičnih stranskih učinkov je 
razvoj sindroma prekomernega sproščanja citokinov, ki je lahko smrtno nevaren in omejuje 
uporabo te vrste terapije. Z vnosom ustreznih regulatornih elementov v terapevtske celice 
T bi lahko preprečili pretirano aktivacijo celic, ki je odgovorna za prekomerno sproščanje 
citokinov. STAT5b (ang. Signal transducer and activator of transcription 5) je 
transkripcijski faktor, ki ima pomembno vlogo pri preživetju in s strani citokinov 
inducirani proliferaciji celic T. Mutirane konstitutivno aktivne variante transkripcijskega 
faktorja STAT5b se značilno pojavljajo pri nekaterih limfomih in levkemijah. V magistrski 
nalogi smo modificiranemu proteinu STAT5b dodali funkcijske elemente, s katerimi smo 
nadzirali njegovo aktivnost v celicah.  
1.2 CILJ RAZISKOVANJA 
Cilj raziskovanja je razvoj sistema »proof of concept«, pri katerem z uporabo aktivacijske 
ali/in represorske domene ter proteaze TEV nadziramo delovanje proteina STAT5b. Genu 
za humani STAT5b, ki je sestavljen iz šestih domen (N-končne domene, obvite vijačnice 
(ang.coiled coil), ki služi kot jedrni lokalizacijski signal, DNA vezalne domene, linker oz. 
vezavne domene, Src homologne domene 2 (SH2) in C-končne transaktivacijske domene 
(TAD)), smo odstranili C-končno transaktivacijsko domeno, dodali jedrno lokalizacijsko 
zaporedje in DmrA dimerizacijsko domeno. Tako modificiran konstrukt je sposoben 
vezave na DNA, vendar zaradi manjkajoče C-končne transaktivacijske domene ni zmožen 
sam po sebi aktivirati genov. Vlogo transaktivacijske domene smo nadomestili z dodatkom 
domen, za katere je znano, da imajo močno aktivacijsko ali represorsko funkcijo. Te 
domene smo vezali bodisi kovalentno bodisi smo jih pripravili v obliki, da lahko 
induciramo njihovo vezavo z modificiranim transkripcijskim faktorjem STAT5b. Pripravili 
in preučili smo štiri različne genske konstrukte, katerih delovanje smo preizkusili v celični 
linji HEK293 z uporabo poročevalskega plazmida, ki nosi zapis gena za kresničkino 
luciferazo, pod kontrolo minimalnega promotorja s štirimi vezavnimi mesti za protein 
STAT5b. Delovanje enega izmed konstruktov smo preučili tudi v celicah Jurkat, kjer smo 
preverili njegovo sposobnost aktivacije ali represije transkripcije izbranih endogenih 
genov. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Pripravili bomo več različic modificiranega transkripcijskega faktorja STAT5b na osnovi 
kombinacij represorskih in aktivacijskih domen. Prisotnost ali odsotnost aktivne proteaze 
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TEV bo določala delovanje modificiranega transkripcijskega faktorja v smeri represorja ali 
aktivatorja, kar bomo spremljali prek izražanja poročevalskega gena. 
 
• Pripravili bomo od proteaze odvisen modificiran transkripcijski faktor, ki bo ob 
odsotnosti aktivne oblike proteaze TEV deloval kot represor in v prisotnosti aktivne 
oblike proteaze TEV kot aktivator izražanja poročevalskega gena. 
  
• Pripravili bomo od proteaze odvisen modificiran transkripcijski faktor, ki bo ob 
odsotnosti aktivne oblike proteaze TEV deloval kot aktivator in v prisotnosti 
aktivne oblike proteaze TEV deloval kot represor izražanja poročevalskega gena. 
 
• Pripravili bomo modificiran transkripcijski faktor, ki bo ob odsotnosti induktorja 
dimerizacije deloval kot aktivator in v prisotnosti induktorja dimerizacije kot 
represor izražanja poročevalskega gena. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 IMUNSKI SISTEM 
Imunski sistem je skupek tkiv, celic in molekul, ki imajo vlogo v obrambi organizma pred 
vdorom patogenov in zaščito pred tujki. Naravni imunski sistem najdemo pri vretenčarjih 
in nevretenčarjih. Sistem ni variabilen in je zmožen prepoznave ohranjenih struktur, 
značilnih za patogene organizme, imenovane s patogeni povezani molekulski vzorci 
(PAMP, ang. pathogen-associated molecular patterns). V prepoznavanje struktur PAMP so 
vpleteni receptorji na površju celic, imenovani receptorji za prepoznavo molekularnih 
vzorcev (PRR, ang. pattern recognition receptors) na makrofagih, nevtrofilcih in epitelnih 
celicah in topni receptorji v krvi, ki tvorijo sistem komplementa. Poleg že omenjenih celic 
imajo vlogo v naravnem imunskem sistemu tudi monociti, dendritične celice in naravne 
celice ubijalke (NK, ang. natural killer cells). Prepoznava PAMP s strani receptorja vodi v 
fagocitozo in povečano izražanje genov, ki so vpleteni v delovanje naravnega imunskega 
sistema. Poviša se izražanje vnetnih citokinov, poteče liza patogenov ter predstavitev 
peptidov patogenega izvora celicam T prek poglavitnega histokompatibilnostnega 
kompleksa. Na ta način naravni imunski sistem aktivira oz. stimulira komponente 
pridobljenega imunskega sistema (Borghaei in sod., 2009). Pridobljeni imunski sistem 
najdemo le pri vretenčarjih, njegov odziv je počasnejši od naravnega imunskega sistema, je 
specifičen in ima imunski spomin. Sestavljajo ga levkociti B, ki proizvajajo protitelesa in 
jih uvrščamo pod humoralno imunost, in levkociti T, ki predstavljajo celično posredovano 
imunost. Levkocite T na podlagi izražanja CD8+ ali CD4+ markerja delimo v dve večji 
skupini, na citotoksične celice in celice pomagalke (Alberts in sod., 2002). 
2.1.1 Levkociti T 
Levkocite T na podlagi celičnih markerjev in funkcije delimo v več skupin. Celice, ki še 
niso prišle v stik z antigenom, so naivne celice T. CD4+ celice T oz. celice pomagalke 
prepoznajo antigen znotraj kompleksa MHC II, ki je izražen le na antigen predstavitvenih 
celic, in kot odgovor na antigen sproščajo v okolje citokine, s katerimi stimulirajo preostale 
celice imunskega sistema ter s tem vplivajo na njegov način delovanja. Glede na tip 
citokinov, ki jih po aktivaciji sproščajo v okolje, jih delimo na th1, th2, th9, th17, th22, 
fonikularne celice T (thf) in regulatorne celice T (treg) (Pennockinin sod., 2013). CD8+ oz. 
citotoksične celice T prepoznavajo antigene, predstavljene prek kompleksa MHC I, ki ga 
najdemo na vseh celicah z jedrom. Imajo pomembno funkcijo pri odstranitvi 
znotrajceličnih patogenov, kot so virusi in bakterije, ter pri nadzoru tumorjev (Broere in 
sod., 2011). CD8+ celice T po aktivaciji uničijo okužene ali maligne celice prek različnih 
mehanizmov. S produkcijo TNF-α in IFN-γ stimulirajo fagocitozo s strani celic naravnega 
imunskega odziva, proizvajajo citotoksične granule, ki vsebujejo perforine in grancime, ali 
pa sprožijo apoptozo celic prek interakcij Fas/FasL. Poleg zgoraj opisanih CD4+ in CD8+ 
celic T poznamo tudi γδ T- in NK T-celice (Janeway in sod., 2001). Po eliminaciji 
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patogena oz. antigena 90–95 % antigen stimuliranih celic umre, preostale pa se 
diferencirajo v spominske celice. Poznamo dva tipa spominskih celic. Centralne spominske 
celice (TCM) se večinoma nahajajo v limfoidnem tkivu in so po ponovni stimulaciji z 
antigenom sposobne hitre proliferacije ter produkcije novih efektorskih celic, efektorske 
spominske celice (TEM) pa se nahajajo v perifernem tkivu (Pennock in sod., 2013). 
2.2 IMUNSKA TERAPIJA 
Poglobljeno razumevanje molekularnih in celičnih procesov, ki sodelujejo pri aktivaciji in 
delovanju imunskega sistema, je pripeljalo do razvoja številnih različnih oblik 
imunoterapij (Borghaei in sod., 2009). Pod imunoterapije uvrščamo pristope zdravljenja, 
pri katerih manipuliramo s komponentami imunskega sistema. Prvo imunoterapijo za 
zdravljenje raka je izvedel William Coley proti koncu 19. stoletja. Na osnovi predhodne 
literature, ki je nakazovala na zmanjšanje rakavih tumorjev pacientov v primeru infekcije, 
je oblikoval zdravljenje, pri katerem je rakavim bolnikom injiciral bakterije in njihove 
toksine (McCarthy, 2006). Prednost imunoterapije pred že uveljavljenimi metodami 
zdravljenja raka, kot so radioterapija, kirurška odstranitev rakavega tkiva in kemoterapija, 
je predvsem specifičnost zdravljenja in posledično boljša učinkovitost zdravljenja 
agresivnih tipov raka (Restifo in sod., 2012). Dandanes imamo na področju imunoterapije 
proti raku na voljo vrsto različnih pristopov, kot so zaviralci imunskih stikal, onkolitični 
virusi, cepiva proti raku in celične terapije. Najnovejša celična terapija, imenovana T-
celice z izraženim himernim receptorjem za tumorske antigene (ang. Chimeric antigen 
receptor T cell therapy oz. CAR-T), je na trg prišla leta 2017 in je namenjena zdravljenju 
B-celične akutne limfoblastne levkemije in difuznega velikoceličnega limfoma B. 
2.2.1 CAR-T celična terapija 
CAR-T so celice T, izolirane iz pacienta, ki so reprogramirane tako, da prepoznajo 
specifične rakave celice. Najprej se iz pacientovih mononuklearnih perifernih celic, ki so 
bile izolirane z uporabo levkocitofereze, izbere primerne tipe in podtipe celic T. Sledi 
aktivacija celic prek stimulacije T-celičnega receptorja in kostimulatornih molekul, kot so 
npr. CD28, 4-1BB. Aktivacija je nujno potrebna za uspešno transdukcijo celic z 
retrovirusnim vektorjem, ki nosi genski zapis za receptor CAR, in nadaljnjo ekspanzijo 
celic. Celice se z uporabo primernih bioreaktorjev namnoži do potrebne količine, in sicer 3 
× 10⁷celic CAR-T na kilogram telesne teže pacienta. Ko se celice vrne v pacienta, te s 
pomočjo receptorja CAR prepoznajo tumorske celice in jih eliminirajo (Wang in Rivière, 
2016). Ključna komponenta teh celic je receptor CAR (ang. Chimeric antigen receptor). To 
je fuzijski protein, ki preusmeri specifičnost in efektorske funkcije celice T proti 
določenemu antigenu. Sestavljen je iz zunajcelične domene scFv (ang. single chain 
variable fragment), ki jo sestavlja del lahke verige protiteles in se veže na specifični 
antigen, transmembranske domene, ki povezuje zunaj- in znotrajcelični domeni receptorja, 
in znotrajcelične domene. Glede na uporabljeno znotrajcelično kostimulatorno domeno, 
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oziroma kombinacijo te, receptorje CAR delimo na več generacij. Prva generacija celic 
CAR-T je vsebovala le CD3ζ signalno domeno, druga generacija, ki je trenutno tudi edina 
na trgu, ima poleg CD3ζ dodano eno izmed kostimulatornih domen, kot so CD28, 4-1BB 
ali OX40, tretja generacija pa dve. Z večjim številom kostimulatornih domen so dosegli 
boljšo aktivacijo in proliferacijo celic T, hkrati pa več kostimulatornih domen povzroči 
večjo produkcijo citokinov (Srivastava in Riddell, 2018). Četrta generacija, imenovana tudi 
TRUCK (ang. T cells redirected for antigen-unrestricted cytokine-initiated killing), ima 
poleg dveh kostimulatornih domen dodane mehanizme sproščanja citokinov, ki stimulirajo 
celice imunskega sistema. Celice TRUCK CAR-T so namenjene oz. se razvijajo z 
namenom uporabe celic v trdnih rakavih tumorjih, kjer je učinkovitost terapevtskih celic 
omejena zaradi imunosupresivnega okolja, ki vlada v tumorju (Chmielewski in Abken, 
2018). 
2.2.2 Varnost celične imunoterapije 
Celice CAR-T v primerjavi z nemodificiranimi T-celicami za prepoznavanje antigenov in 
posledično aktivacijo ne potrebujejo kompleksa MHC. Predklinične študije so pokazale, da 
imajo celice CD4+ CAR T enako raven protitumorske učinkovitosti kot celice CD8+ ter v 
okolico sprostijo večjo količino imunostimulirajočih citokinov (Yang in sod., 2017). Pri 
terapiji tumorjev s celicami CAR-T lahko pride do vrste različnih stranskih učinkov, kot so 
sindrom prekomernega sproščanja citokinov (ang. CRS ali cytokine release syndrom), 
sindrom lize tumorja, toksičnost zaradi napada na zdrave celice, ki izražajo tumorski 
antigen (ang. on-target, off tumor toxicity), nevrotoksičnost in anafilaktični šok. Glede na 
to, da se pri razvoju celic CAR-T uporabljajo virusni vektorji, obstaja tudi teoretična 
možnost insercijske onkogeneze in maligne transformacije T-celic (Bonifant in sod., 
2016). Kljub dejstvu, da je problem za zdaj le teoretičen in se na področju celičnih terapij v 
praksi še ni pojavil, je pomembno, da se pri nadaljnjem razvoju terapevtskih celic to 
možnost upošteva in se uporablja ter razvija vektorje s čim manjšim tveganjem za razvoj 
maligne transformacije celic. 
2.2.2.1 Sindrom prekomernega sproščanja citokinov  
Sindrom prekomernega sproščanja citokinov nastane kot rezultat pretirane aktivacije 
imunskega sistema. Lahko se pojavi v blažji, zmerni in hujši obliki, kar je odvisno 
predvsem od stadija bolezni, števila celic CAR-T, uporabljenih pri terapiji, predhodnih 
režimov zdravljenja in že obstoječe aktivacije endotelijskih celic (Hay in sod., 2017). Za 
pretirano aktivacijo imunskega sistema je odgovorna pozitivna povratna zanka, ki se 
oblikuje po aktivaciji celic CAR-T. Te ob aktivaciji v okolico sprostijo imunostimulirajoče 
citokine, kot so IFN-γ, TNF-α in IL-2 (Yang in sod., 2017). IFN-γ nato aktivira makrofage 
in inducira nastanek provnetnih citokinov, kot so IL-12, IL-6, TNF-α,IL-1β in IL-15, ter 
zmanjša količino protivnetnih citokinov IL-4 in IL-10, s tem pa spodbudi celice CAR-T k 
proliferaciji in sproščanju citokinov (Wang in Han, 2018). V kliniki se pri pojavu CRS 
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pacientom aplicira inhibitorje receptorja IL-6, v nujnejših primerih tudi kortikosteroide, ki 
s svojim delovanjem zmanjšajo količino terapevtskih celic in s tem negativno vplivajo na 
učinkovitost terapije (Davila in sod., 2014). 
2.2.2.2 Nevrotoksičnost 
Nevrotoksičnost se izraža kot glavobol, zmanjšana zavest, delirij oz. zmanjšano duševno 
delovanje, koma, motnje v izražanju, pri manjšem deležu pacientov nastopijo tudi 
epileptični napadi ali ataksija in lahko vodijo v smrt pacienta. Med dejavnike tveganja za 
razvoj nevrotoksičnosti se uvršča večje število celic CD19+ v kostnem mozgu, večje 
število oz. dozo celic CAR-T, CRS, obstoj predhodnih nevroloških motenj in diagnozo 
akutne limfoblastne levkemije (ALL) (Gust in sod., 2017). Čeprav se lahko pojavi kot 
samostojni stranski učinek, skupaj s sindromom sproščanja citokinov ali po njegovem 
pojavu, se je v večini pacientov izrazila v kombinaciji s CRS (Mackall in Miklos, 2017). 
Razlog je posledica aktivacije endotelija centralnega živčnega sistema s strani citokinov, 
kar privede do prepustnosti krvno-možganske pregrade. Medtem ko je uporaba inhibitorjev 
receptorja za IL-6 učinkovita pri zdravljenju CRS, ne vpliva na učinke nevrotoksičnosti. 
To nakazuje, da CRS zgolj prispeva k pojavu nevrotoksičnosti, si pa z njo ne deli 
bolezenskih mehanizmov (Gust in sod., 2017). 
2.2.2.3 Toksičnost zaradi napada na zdrave celice, ki izražajo tumorski antigen (ang. on-
target, off-tumor toxicity) 
Celice CAR-T lahko citotoksično delujejo tudi na nerakave celice v telesu, saj velja za 
redkost, da je tarčni antigen izražen le na tumorskih celicah. Večinoma gre za izražanje na 
rakavih celicah v večjih koncentracijah v primerjavi z zdravim tkivom. Primer t.i. on-
target, off-tumor toxicity učinka se je pojavil pri zdravljenju pacientke s celicami CAR-T s 
fragmentom scFV proti antigenu HER-2, značilno izraženem pri raku dojk in nekaterih 
drugih vrstah raka. HER-2 se ne izraža le na rakavih celicah, ampak je v nizkih 
koncentracijah prisoten tudi na zdravih celicah. V primeru pacientke je prišlo do 
lokalizacije celic v pljučih, kar je vodilo do aktivacije pljučnih endotelijskih celic in 
sproščanja vnetnih citokinov, med njimi TNF-α in IFN-γ. Pri tem je prišlo do poškodbe 
tkiva pljuč in nastanka pljučnega endema, sledil je razvoj citokininskega viharja in 
odpovedi več organov (Morgan in sod., 2010). Tudi celice CAR-T proti antigenu CD19, ki 
so že na trgu, delujejo proti zdravim celicam, saj je protein CD19 najden tako na rakavih 
kot tudi nerakavih celicah B, vendar pa lahko pacienti preživijo brez celic B, kar pomeni, 
da delovanje tovrstne terapije za pacienta ni toksično. Pacienti po zdravljenju prejemajo 
pripravek imunoglobulinov za intravenozno uporabo, pripravljen iz plazme darovalcev, ki 
vsebuje širok spekter protiteles podrazredov IgG (Kochenderfer in sod., 2012). 
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2.3 UPORABA SINTEZNE BIOLOGIJE ZA NADZOR CELIC CAR-T  
Sintezna biologija nam omogoča raznovrstne izboljšave celične terapije. Na splošno je cilj 
nadzor lokacije, časa trajanja in intenzitete delovanja celic CAR-T v telesu (Wu in sod., 
2015). V tem poglavju bodo na kratko predstavljeni nekateri pristopi, kjer so z uporabo 
sintezne biologije vplivali na nadzor delovanja terapevtskih celic. Ti pristopi vključujejo 
uporabo molekularnih stikal, osnovnih elementov sintezne biologije, ki se lahko nahajajo v 
enem izmed dveh stanj (» ON« ali »OFF«) ter preprostih logičnih vrat, ki so sposobna 
obdelave dveh vhodnih signalov na podlagi katerih oblikujejo izhodni signal. Z uporabo 
logični vrat AND, pri katerih oba pozitivna vhodna signala, vodita v pozitivni izhodni 
signal, so razvili splitCAR in kombinatorne celice CAR-T. Z uporabo AND-NOT logičnih 
vrat, pri katerih oba pozitivna vhodna signala, vodita v negativni izhodni signal pa so 
razvili inhibitorne CAR-T celice.  
2.3.1 Molekularna stikala 
2.3.1.1 Varnostno stikalo 
Uspešen primer nadzora nad celicami T je vgradnja gena, ki povzroča celično smrt (ang. 
suicide gen) na osnovi proteina kaspaze 9. Kaspaza 9 je cisteinska proteaza ključna za 
sprožitev kaspazne kaskade, ki vodi v apoptozo celice. Za njeno aktivacijo je ključna 
dimerizacija kaspaznih monomerov, do katere pride po tvorbi apoptosoma, ki ga poleg 
kaspaze 9 sestavljata peptidazni aktivacijski faktor 1 (APAF1) in citokromom c (Li in sod., 
2017). Kaspazi 9 so dodali FKBP12-F36V dimerizacijsko domeno, ki se dimerizira ob 
prisotnosti molekule AP1903 (slika 1), s tem pa se obidejo predhodne faze, potrebne za 
aktivacijo (Di Stasi in sod., 2011).  
 
 
Slika 1: Prikaz delovanja kaspaze 9 z dodanim dimerizacijskim sistemom (Labanieh in sod., 2018). Ob 
dodatku induktorja, ki poveže podenoti kaspaze 9, ta postane aktivna. 
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Sistem so uspešno preizkusili na pacientih, pri katerih se je po alogenski presaditvi 
matičnih celic razvil sindrom presadka proti gostitelju (GVDH), in sicer so v paciente 
presadili celice darovalca, ki so imele vstavljen gen za iCas9 in so izražale selekcijski 
marker ΔCD19. Pri pacientih, ki so pokazali znake GVDH, so z infuzijo AP1903 aktivirali 
kaspazno pot, ki je vodila v apoptozo celic. V obdobju 24 ur po infuziji AP1903 pri 
pacientih ni bilo več zaznati simptomov, povezanih z GVDH, vendar jim vseh celic ni 
uspelo eliminirati, kar bi lahko bila posledica zmanjšane aktivacije celic in nezadostne 
ekspresije transgena (Di Stasi in sod., 2011). Poleg tega z uporabo tovrstnega genskega 
stikala v terapevtskih celicah ne ustavimo le toksičnih stranskih učinkov terapije, temveč 
tudi eliminiramo celotno terapijo. 
2.3.1.2 Stikalo miRNA 
Wong in sod. (2018) so vplivali na proliferacijo celic T z nadzorom izražanja genov, ki 
zapisujejo pomembni komponenti citokinskih signalnih poti, in sicer IL2β in γ podenoti 
nekaterih citokinskih receptorjev. Za nadzor so razvili stikalo na osnovi mikro-RNA 
(miRNA). To so majhne nekodirajoče molekule RNA, ki preko mehanizma RNA 
interference utišajo izražanje gena na ravni prevajanja. V miRNA zanko so vgradili RNA 
aptamer, ki omogoči nadzor delovanja miRNA prek vezave liganda, v njihovem primeru 
levkovorina. Z dodatkom levkovorina celicam so zavrli zorenje molekule miRNA ter 
posledično RNA interferenco. Tako prevajanje genov z zapisom za IL2β in γ podenot 
citokinskih receptorjev ni bilo utišano in so celice normalno rasle in se delile. Problem je, 
da je miRNA v celicah stabilna tudi do 24 ur, zato je bila ekspanzija celic po dodatku 
levkovorina počasna. 
2.3.1.3 Celice z izraženim cepljenim CAR (SplitCAR)  
 
Slika 2: Konvencionalni CAR-receptor in splitCAR-receptor ter shema logičnih vrat AND (Wu in sod., 
2015). 
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Wu in sod. (2015) so razvili sistem »ON-switch« celice CAR-T, pri katerih so receptor 
CAR razdelili v dve nesklopljeni domeni in dobili tako imenovani receptor splitCAR (slika 
2). Receptor je sestavljen iz dveh delov. Prvi del sestavlja domena scFv, gibljiva in 
transmembranska domena CD8α, kostimulatorna domena 4-1BB in dimerizacijska domena 
FKBP. Drugi del sestavlja signalna domena CD3ζ z dodano FRB dimerizacijsko domeno. 
Domeni receptorja se sklopita oz. povežeta le ob dodatku induktorja. Za uspešno aktivacijo 
celic je poleg vezave antigena na receptorja scFv potrebna tudi prisotnost induktorja, ki 
dimerizira scFv in aktivacijsko domeno receptorja. Tako so dobili sistem, pri katerem sta 
za izvedbo želene funkcije potrebna dva signala, oz. so zgradili logična vrata AND (slika 
2). Pri tem se lahko s koncentracijo induktorja uravnava obseg aktivacije. Pri večji 
koncentraciji se aktivira več celic CAR-T v telesu pacienta. Sistem je deloval enako 
uspešno tudi pri uporabi dimerizacijskih domen, ki se dimerizirata ob prisotnosti giberilina. 
2.3.1.4 Kombinatorne celice CAR-T  
 
 
Slika 3: Shema delovanja kombinatornih celic CAR-T na osnovi sintetičnega Notch receptorja (Roybal in sod., 2016) 
 
Roybal in sod. (2016) so razvili kombinatorne celice CAR-T. Pri njihovem sistemu je bila 
ključna uporaba sintetičnega receptorja Notch (ang. synNotch). SynNotch je osnovan na 
membranskem celičnem receptorju Notch, katerega del znotrajcelične domene je 
transkripcijski faktor, ki se ob vezavi liganda na zunajcelično domeno Notch receptorja 
odcepi in potuje v jedro celice, kjer vpliva na izražanje genov (slika 3). Zunajcelično 
domeno so nadomestili s scFv, ki se veže na CD19, notranjo domeno pa s tetraciklinsko 
domeno z dodanim transaktivatorjem (TetR-VP64). Po aktivaciji receptorja synNotch se 
domena TetR-VP64 odcepi in veže na promotorsko regijo gena, ki zapisuje receptor CAR 
specifičen za mezotelin, ki ima dodano tudi aktivacijsko domeno in omogoča citotoksično 
delovanje terapevtskih celic (slika 3). Prisotnost mezotelina sama po sebi torej ne zadostuje 
za aktivacijo terapevtskih celic. Predpogoj je, da celica najprej zazna CD19, šele nato 
lahko izrazi drugi receptor, s katerim zazna mezotelin in aktivira svoj terapevtski potencial. 
S tem modelom so povečali specifičnost celic CAR-T in posledično zmanjšali verjetnost 
pojava toksičnost zaradi napada na zdrave celice, ki izražajo tumorski antigen (ang. on-
target, off-tumor toxicity).  
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2.3.1.5 Inhibitorne celice CAR-T oz. iCAR 
 
 
Slika 4: Shema delovanja inhibitornih celic CAR-T (Fedorov in sod., 2013). Celice CAR-T, ki prepoznajo 
tumorski antigen in antigen zdravih celic oz. celic, ki jih ne želimo eliminirati z uporabo terapije, imajo v 
primeru vezave na oba antigena omejeno funkcionalnost. S tem pristopom bi lahko zmanjšali toksičnost 
zaradi napada na zdrave celice, ki izražajo tumorski antigen. 
 
Fedorov in sod. (2013) so pokazali princip delovanja inhibitornih celic CAR-T na osnovi 
znanih inhibitornih domen receptrojev CTLA-4 in PD-1. Uporabili so znotrajcelične 
signalne domene CTLA-4 ali PD-1 receptorjev in jih povezali s protitelesom scFv, 
katerega tarča je antigen, ki se specifično izraža na celicah prostate (prostatni specifični 
membranski antigen, ang. PSMA). S tem so dosegli, da celice CAR-T ne delujejo 
citotoksično na celice, ki izražajo PSMA. S tem pristopom so v celice vgradili logična 
vrata AND-NOT. V primeru vezave T celičnega receptorja (TCR) in tumorskega antigena 
se torej celice aktivirajo. Če se poleg vezave TCR-antigen, vzpostavi še povezava med 
receptorjem CAR in njegovim antigenom, ki naj bi se izražal le na nerakavih celicah, pa se 
aktivacija zavre na račun inhibitornega delovanja domen CTLA-4 ali PD-1 (slika 4). S tem 
je omogočeno razlikovanje med rakavimi in nerakavimi celicami. 
2.3.1.6 Izboljšava kostimulatornih domen 
Celice T za popolno oz. optimalno aktivacijo potrebujejo tri signale: povezavo T celičnega 
receptorja z antigenom, aktivacijo s strani kostimulatornih domen in s strani citokinov. 
Celice CAR-T, ki so trenutno v klinični rabi, so kljub odsotnosti 3. signala uspešne. To je 
predvsem rezultat različnih dejavnikov, ki v telesu ustvarijo idealno okolje za proliferacijo 
celic CAR-T, na primer predhodne limfodeplecije, ki poviša raven homeostatičnih 
citokinov oz. citokinov, ki jih proizvedejo nehematopoetske celice. Poleg tega so tarča 
celic CAR-T v klinični rabi celice B, ki se nahajajo v okolju, bogatem s citokini in drugimi 
kostimulatornimi dejavniki. Za učinkovito uporabo celic CAR-T pri zdravljenju rakavih 
tumorjev bi predvsem zaradi imunosupresivnega okolja, ki ga vzpostavi tumor, morali 
celicam CAR-T dodati še citokinski signal (Shum in sod., 2018). Kagoya in sod. (2018) so 
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celicam CAR CD19 druge generacije poleg CD3z aktivacijske in CD28 kostimulatorne 
domene dodali še skrajšano citoplazemsko domeno β verige receptorja IL-2 in motiv 
YXXQ, ki je pomembno vezavno mesto proteina STAT3. Celice so poimenovali 28-
∆IL2RB-z(YXXQ). V primerjavi s celicami CAR-T, ki imajo le CD28 ali 4-1BB 
kostimulatorno domeno, so te celice pokazale boljšo učinkovitost pri eliminaciji tumorskih 
celic in daljše zadrževanje v in vivo. Prav tako je bila raven proliferacije celic CAR T po in 
vitro stimulaciji z antigenom višja pri celicah, ki so imele receptor 28-∆IL2RB-z(YXXQ), 
kot pri celicah, ki so imele zgolj CD3z ali 4-1BB kostimulatorno domeno. Čeprav so se 
celice izkazale za bolj učinkovite od ostalih, večja aktivacija in učinkovitost celic 
predstavljata tudi večje možnosti za pojav stranskih učinkov. 
2.3.1.7 Prehodno izražanje receptorja CAR 
Zaradi številnih možnih stranskih učinkov je vedno več raziskav usmerjenih v razvoj in 
vpeljavo različnih varnostnih mehanizmov in izboljšav celične terapije s celicami CAR-T.  
S ciljem manjšega tveganja za razvoj stranskih učinkov so Maus in sod. (2013) razvili 
celice RNA CAR-T. Te celice imajo receptor CAR izražen le prehodno, in sicer so jih 
pripravili z elektroporacijo mRNA z zapisom za receptorje CAR v avtologne celice T. 
Izražanje receptorja CAR je posledično omejeno le na nekaj dni, kar bi lahko omejilo hujše 
stranske učinke terapije. Zaradi začasnega izražanja receptorja CAR je v tem primeru 
potrebnih več zaporednih infuzij celic CAR-T tekom več dni ali tednov. 
2.4 CELIČNA POT SIGNALIZACIJE JAK/STAT  
Za popolno aktivacijo celic T so potrebni trije zaporedni signali, prepoznava antigena 
preko T celičnega receptorja (TCR), aktivacija kostimulatornih molekul in nastanek 
vnetnih citokinov. Zadnji, tretji signal, ki regulira proliferacijo, diferenciacijo ter preživetje 
celic, je odvisen od različnih citokinov. Za prenos signala od citokinskega receptorja na 
površju celice do jedra celice imata pomembno vlogo dve molekulski družini, to sta Janus 
kinaze (JAK) in prenašalci signalov in aktivatorji transkripcije (STAT; ang. Signal 
transducers and activators of transcription). Družina proteinov JAK ima štiri predstavnike: 
JAK1, JAK2, JAK3 in tirozin kinaza 2 (TYK2), STAT pa sedem predstavnikov: STAT1, 
STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b, STAT6 in STAT7 (Ross in sod., 2007) . 
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Slika 5: Aktivacija celične poti JAK/STAT (Levy in Darnell, 2002). 
 
JAK/STAT signalna pot sodeluje pri razvoju embria in rasti tkiv, hematopoezi, razvoju 
naravnega in pridobljenega imunskega sistema ter vnetnega odziva (Kiu in Nicholson, 
2012). Po vezavi liganda na zunanjo domeno transmembranskega receptorja ta 
oligomerizira, s tem pa se dve ali več receptorsko vezanih kinaz JAK približa druga drugi 
in se avto ali/in trans-fosforilirajo. Po tej aktivaciji kinaza JAK fosforilira tirozinske 
ostanke transmembranskega receptorja in s tem pripravi mesta za vezavo proteinov STAT, 
ki se na receptorje vežejo prek domene SH2. Po vezavi JAK fosforilira ohranjene 
tirozinske ostanke, locirane med SH2 in C-končno domeno proteinov STAT. To privede do 
dimerizacije proteinov STAT in njihove translokacije v jedro, kjer se vežejo na specifične 
sekvence DNA, imenovane GAS (ang. gamma interferon activated sequences) (slika 5) in 
aktivirajo transkripcijo različnih genov, med katerimi so tudi onkogeni in tumor 
supresorski geni (Shahmarvand in sod., 2018; Kiu in Nicholson, 2012). Proteini STAT niso 
aktivirani zgolj prek različnih kinaz JAK, na njihovo aktivnost vplivajo tudi druge kinaze, 
kot so Bcr-Abl, Tel-Jak2, Flt3 in c-kit, katerih delovanje je povezano z malignimi obolenji 
(Mitra in sod., 2012).  
2.4.1 Struktura proteinov STAT 
STAT je družina sedmih proteinov, ki so vpleteni v proliferacijo celic, apoptozo, 
angiogenezo in imunski odgovor (Shahmarvand in sod., 2018). Vsi proteini STAT so si 
med seboj strukturno podobni. Sestavljeni so iz šestih domen, in sicer iz N-končne 
domene, ki ji sledi obvita vijačnica (ang. coiled coil), ki služi kot jedrni lokalizacijski 
signal, DNA-vezalna domena, linker oz. vezavna domena, Src homologna 2 (SH2) domena 
in C-končna transaktivacijska domena (TAD) (slika 6). Domena SH2 je močno ohranjena, 
skupaj z N-končno domeno je vključena v nastanek STAT homo- in heterodimerov. V 
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domeni SH2 je bilo identificiranih tudi največ mutacij, ki so prisotne pri določenih tipih 
raka, hkrati pa je tudi tarča večine učinkovin, ki delujejo kot inhibitorji STAT. Domena 
TAD je pomembna za uravnavanje transkripcijske aktivnosti proteinov STAT, saj se na 
fosforilirane serinske ostanke te domene vežejo dodatni aktivatorji transkripcije 
(Shahmarvand in sod., 2018). 
 
 
Slika 6: Shema domen, ki sestavljajo protein STAT5b. 
2.4.2 STAT5 
Gena z zapisom za STAT5a in STAT5b se nahajata na kromosomu 17 in nosita zapis za 
proteina z več kot 90-odstotno podobnostjo na ravni aminokislinskega zaporedja. Največje 
razlike med njima so v transaktivacijski domeni. V celičnih procesih imata delno 
prekrivajočo vlogo, kar med drugimi nakazujejo študije DNA vezavnih profilov obeh 
transkripcijskih faktorjev (Kanai in sod., 2014). Pretekle študije na miših so pokazale, da 
ima STAT5a pomembno vlogo pri razvoju mlečnih žlez in laktaciji (Liu in sod., 1997), 
proliferaciji krvnotvornih matičnih celic in menjavi težkih verig protiteles. STAT5b ima 
vlogo pri proliferaciji celic, inducirano s strani citokinov, in preživetju limfocitov, prav 
tako so mišji samci z izbitim genom STAT5b kazali znake slabše rasti in spolnega 
dimorfizma, kar nakazuje na pomembno vlogo STAT5b pri signalizaciji rastnega hormona 
(Herrington in sod., 2000). Oba proteina sta pomembna za normalno delovanje imunskega 
sistema, vendar ima STAT5b pri tem večjo vlogo. Villarino in sod. (2016) so odkrili, da bi 
to lahko bila posledica večje ekspresije STAT5b v celicah T v primerjavi s STAT5a. 
Ligandi, ki povzročijo aktivacijo STAT5 v celici, so med drugimi IL-2, -4, -7, -9, -13, -15, 
-21 citokini, rastni hormon, eritropoetin in granulocitne kolonije spodbujajoči dejavniki. 
 
Na spremembo komformacije STAT5b vpliva fosforilacija tirozinskih ostankov na mestu 
694 in 699, ter serinskih ostankov na mestu 193 in 731 (Mitra in sod., 2012). Po aktivaciji 
proteina STAT5 tvorita paralerne hetero- in homodimere ter tetramere, za tvorbo slednjih 
je odgovorna N-končna domena proteinov (John in sod., 1999). Tetrameri so nujno 
potrebni za s citokini inducirano proliferacijo NK, CD8+ T-celic in Treg-celic (Lin in sod., 
2012). Konstitutivno aktiven STAT5 je velikokrat opažen pri limfomih in levkemijah, kar 
nakazuje, da je ključni dejavnik za preživetje celic T. Poleg tega so pokazali, da blokiranje 
izražanja STAT5 v humanih perifernih mononuklearnih celicah in določenih limfoidnih 
tumorskih celicah vpliva na njihovo viabilnost in inducira apoptozo (Nagy in sod., 2013). 
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2.5 OSNOVNI GRADNIKI ZA SESTAVO UMETNEGA TRANSKRIPCIJSKEGA 
FAKTORJA NA OSNOVI PROTEINA STAT5B 
Namen magistrske naloge je bil izdelati modificiran transkripcijski faktor na osnovi 
proteina STAT5b, ki smo mu odstranili transaktivacijsko domeno ter dodali jedro 
lokalizacijsko zaporedje in heterodimerizacijsko domeno DmrA. Stat5b ima v takšni obliki 
dominantno negativno delovanje, torej ima vlogo represorja (Moriggl in sod., 1996). Nato 
smo mu na C-konec dodali funkcijske domene, preko katerih bi lahko vplivali in 
nadzorovali aktivnost posameznega transkripcijskega faktorja. Kot aktivacijski domeni 
smo uporabili VP16 ali VPR, kot represorsko domeno pa KRAB. Z vpeljavo cepitvenih 
mest proteze TEV smo lahko posamezno domeno odcepili s transkripcijskega faktorja in 
tako vplivali na izražanje poročevalskega gena. Uporabili smo tako celotno proteazo TEV 
kot tudi cepljeno proteazo TEV. Z uporabo heterodimerizacijskih domen DmrA-DmrC 
kovalentno vezanih bodisi na podenoti cepljene proteaze bodisi na N- konec izbranih 
domen STAT5b in represorsko domeno KRAB smo lahko delovanje transkripcijskih 
faktorjev uravnavali z dodatkom rapamicina. 
2.5.1 Aktivacijski domeni VP16 in VPR 
VP16 je transkripcijski faktor virusa herpes simpleks tipa 1, ki je pomemben pri iniciaciji 
litičnega cikla virusa. S pomočjo gostiteljevih celičnih proteinov HCF in Oct-1 vzpostavi 
tako imenovani VP16 inducirani kompleks, ki sproži transkripcijo zgodnjih genov virusa 
(Wysocka in Herr, 2003). V sintezni biologiji je predvsem pomembna transaktivacijska 
domena (TAD) VP16. Vezava TAD VP16 na transkripcijske faktorje znatno poviša 
njihovo učinkovitost preko interakcij s proteini, ki sodelujejo pri tvorbi iniciacijskega 
kompleksa transkripcije. Na aktivnost genov vpliva prek epigenetskih mehanizmov, saj na 
mesto promotorja pripelje med drugimi tudi histon acetiltransferaze (Utley in sod., 1998 
cit. po Hirai in sod., 2010). Z multimerizacijo domene VP16 so razvili različne domene, 
kot so npr. VP32, VP48, VP64, vse do desetih VP16 domen oz. VP160. Za najbolj 
učinkovito aktivacijsko domeno se je izkazala domena VPR, ki so jo razvili Chavez in sod. 
(2015), ko so merili aktivnost različnih transaktivacijskih domen v kombinaciji z dCas9. 
VPR je sestavljena iz VP64, sp65 in rta. 
2.5.2 Represorska domena KRAB 
Represorski proteini utišajo gene na različne načine. Z neposredno vezavo lahko inhibirajo 
delovanje RNA polimeraze in drugih komponent transkripcijskega kompleksa ali pa 
vplivajo na strukturo kromatina in s tem posledično na transkripcijo genov. Prek slednjega 
mehanizma deluje domena KRAB in sicer interagira z domeno RBCC proteina KAP-1. 
KAP-1 je ogrodni protein, ki omogoča oz. koordinira sestavo večjih kromatin 
preoblikujočih kompleksov, katerih del so proteini, kot so Mi2α, SETDB1 in HP1, kar vodi 
v utišanje genov na tistem delu DNA (Lupo in sod., 2013; Sripathy in sod., 2006).  
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2.5.3 Proteaza TEV  
Proteaza TEV je 27 kDa velik protein, najden v genomu virusa razjed tobaka in se v 
biotehnologiji uporablja predvsem za cepitev afinitetnih oznak pri izolaciji proteinov. 
Prepozna aminokislinsko zaporedje Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gln-(Gly/Ser) in ga cepi na 
mestu med Gln in Gly/Ser (Chen in sod., 2010). To cepitveno mesto ni značilno za 
proteom sesalskih celic, zato je dober kandidat za gradnjo ortogonalnih proteinskih omrežij 
v sintezni biologiji, saj se s tem izognemo nespecifičnemu delovanju. Ekspresija proteaze 
TEV ni toksična za sesalske celice (Wehr in sod., 2006). V magistrskem delu smo 
uporabili celotno proteazo TEV (pTEV) in cepljeno proteazo TEV (splitTEV), ki je bila 
razdeljena na dva dela, imenovana nTEV in cTEV, z dodanima dimerizacijskima 
domenama FKBP (DmrC) ali FRB (DmrA), ki ob dodatku rapamicina dimerizirata. Pri tem 
se nTEV in cTEV povežeta v funkcionalno proteazo (Wehr in sod., 2006). Različice 
proteaze splitTEV so bile v laboratoriju pripravljene in preizkušene v okviru raziskave 
iGEM 2016 (Fink in sod., 2019). 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
Preglednica 1: Uporabljena laboratorijska oprema 
Proizvajalec Laboratorijska oprema 
Applied biosystem Naprava za verižno reakcijo s polimerazo VeritiTM 96-well ThermalCycler 
Beckman Centrifuga J2-HS 
Berthold detection systems Orion II Microplate Luminometer 
Binder CO2-inkubator za celične kulture 
BioMetra UV-transiluminator 
Bio-Rad Kadička za elektroferezo 
Canon Fotoaparat za slikanje agaroznih gelov 
Corning  Bele mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami za merjenje luminiscence, banjice 
za multikanalko 
Eppendorf Avtomatske pipete različnih volumnov, namizna centrifuga MiniSpin, 
centrifuga 5415R, termoblok Thermomixer comfort 
Euromax Svetlobni mikroskop 
Gilson 10 ml, 5 ml, 1 ml, 200 µl, 100 µl, 20 µl pipete 
Gorenje Mikrovalovna pečica za segrevanje agaroznega gela 
Hettich Centrifuga Universal 320R 
Invitrogen Naprava za avtomatsko štetje celic (Countess®), števne ploščice, tripan 
modro 
Iskra PIO, d.o.o. Laminarij iskra PIO 
Kambič  Inkubator in stresalnik za bakterijske kulture 
Kemomed Gojitvene posodice T 
Nalgene Stojala za mikrocentrifugirke 
PlastiBrand Nastavki za avtomatske pipete 
Roche qPCR LightCycler 480, plošče LightCycler 480 Multiwell Plate 96,folija 
Light Cycler 480 Sealing Foil 
Tehtnica Železnik Tehtnica ET-1111 
Thermo Scientific NanoDrop 1000 in računalniški program za obdelavo podatkov 
TPP Serološke pipete 
3.1.2 Kemikalije 
Preglednica 2: Uporabljeni encimi in kemikalije 
Proizvajalec Kemikalije 
BioWhittaker FBS (Fetal Bovine Serum) 
Carlo Erba Glicerol 
  Se nadaljuje
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nadaljevanje Preglednice 2: Uporabljeni encimi in kemikalije 
Epicentre T5 exonuclease 
Fermentas DNA standardi: 1 kb DNA Ladder, Gene Ruller DNA Ladder mix,nanašalni 
pufer za DNA elektroforezo 
Fluka DMSO 
Gold Biotechnology Ampiclin, rapamicn 
Invitrogen DMEM + GlutaMAXTM-I, 
Merck Etanol, metanol, izopropanol, NaCl, 
New England Biolabs Taq DNA ligaza 
Operon Začetni oligonukleotidi 
Polyplus-transfection Transfekcijski reagent JetPEI  
Promega 5-kratni lizni pufer, luciferin 
Roche reagent LightCycler 480 SYBR Green I Master 
Sigma Agaroza, gojišče LB po Millerju, etidijev bromid, raztopina Tripsin EDTA (1-
kratna), dNTP 
ThermoFisher RNaseZap® raztopina za površinsko dekontaminacijo ribonukleaz 
Preglednica 3: Uporabljeni komercialno dostopni kompleti 
Proizvajalec Komplet 
Fermentas Komplet za izolacijo fragmentov DNA iz agaroznega gela:GeneJet™ Gel Extraction Kit, 
kompletza izolacijo plazmidne DNA: GeneJet™ Plazmid Miniprep Kit  
Applied 
biosystem  
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (pufer za reverzno  
transkriptazo RT Buffer, reverzna transkriptaza, nukleotidi dNTPmix mešanica začetnih 
oligonukleotidov Random primers) 
3.1.3 Raztopine, pufri in standardi 
Preglednica 4: Raztopine in pufri, uporabljeni za pripravo DNA konstruktov 
Raztopina/pufer/standard Sestavine 
50-kratni TAE pufer 
(za agarozno elektroforezo) 
242 g Tris, 57,1 mlledocetna kislina, 100 ml0,5 M EDTA, 
dH2O do 1 l. pH uravnamo na 8. 
6x nanašalni pufer za agarozno 
elektroforezo 
0,25 % bromofenolmodro, 0,25 % ksilencianol, 40 % (w/v) glukoze v 
dH20 
zmes dNTP  1,25 mM ATP, 1,25 mM CTP, 1,25 mM GTP, 1,25 mM TTP 
5x izotermalni (ISO) reakcijski 
pufer za lepljenje po Gibsonu 
25 % PEG 8000, 0,5 mM Tris-HCl pH 7,5, 50 mM MgCl2, 50 mM 
DTT, 1 mM vsakega dNTP in 5 mM NAD 
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Preglednica 5: Raztopine in pufri, uporabljeni za delo s človeškimi celičnimi kulturami 
Raztopine/pufer Sestavine 
LUC-pufer 
(za merjenje kresničkine 
luciferaze) 
LUC-pufer: 2,38 g HEPES, 0,38 g MgCl2, 0,06 g EDTA.Na 
raztopimo v 100 mldH2O, uravnamo pH na 7,8 in dodamo 0,08 g NaF. 
Poleg 2,6 mlLUC pufra dodamo še DTT, ATP, coA in MQ do 13 ml. 
Luciferin raztopimo v DMSO in ga dodamo pufru. 
RENILLA-pufer 
(za merjenjeluciferaze Renilla 
neoformis) 
2,6 ml5-kratnega Renilla-pufra (3,346 g Na pirofosfat, 6,9 g 
NaH2PO4.H2O, 14,5 g NaCl, 1,822 g CDTA, 5 mlmetanol, pH 
uravnamo na 5,0), MQ do 13 ml. 
Coelenterazin raztopimo v metanolu in ga dodamo pufru. 
10-kratni PBS 
(za celični laboratorij) 
100 g NaCl, 2,5 g KCl, 14,4 g Na2HPO4, 2,5 g KH2PO4, 
MQ do 1 l, pH uravnamo na 7,4. 
3.1.4 Uporabljeni plazmidi 
Preglednica 6: Uporabljeni vektorji in plazmidi 
Vir Plazmid 
Invitrogen pcDNA3 
Tina Fink, Kemijski inštitut STAT718aa 
Promega pGL2 (luciferazni poročevalski vektor), phRL-TK (Renilla 
luciferazni poročevalski vektor) 
Jan Lonzarič, Kemijski inštitut VPR-TEVs-KRAB 
Jan Lonzarič, Kemijski inštitut DmrC- KRAB 
Jan Lonzarič, Kemijski inštitut DmrC- TEVs-VP16 
Tina Fink, Kemijski inštitut 4xSTATbs_pminfLUC 
Jan Lonzarič, Kemijski inštitut DmrC-nTEV-NLS 
Jan Lonzarič, Kemijski inštitut DmrA-cTEV-NLS 
 
pcDNA3 
Vektor smo uporabili za molekularno kloniranje konstruktov, ki se konstitutivno izražajo v 
sesalskih celicah. Konstitutivno izražanje vstavljenih konstruktov omogoča 
citomegalovirusni promoter vektorja. Kot selekcijski marker ima vstavljen gen za 
odpornost na ampicilin in neomicin. Uporabljali smo ga za kloniranje konstruktov. Prazni 
vektor smo uporabili kot negativno kontrolo in kot plazmid, s katerim smo izenačili maso 
transficirane DNA v celice med posameznimi vzorci znotraj poskusa. 
phRL-TK 
Vektor smo uporabili za normalizacijo pri dvojnem luciferaznem testu. Nosi zapis za 
Renilla luciferazo pod kontrolo timidin kinaznega promotorja. Renilla luciferaza je gen, 
izoliran iz mehkužca Renilla reniformis. Encim ob prisotnosti coelentrazina in kisika odda 
svetlobo valovne dolžine 480 nm. 
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4xSTATbs_pminfLUC 
Vektor nosi zapis za kresničkino luciferazo pod kontrolo minimalnega promotorja, pred 
katerim so vezavna mesta za protein STAT5b. Genski konstrukt 4xSTATbs_pminfLUC 
smo uporabili kot poročevalski gen. Ob prisotnosti kisika, ATP-ja in magnezija encim 
odda svetlobo valovne dolžine 550 nm, ki smo jo izmerili z uporabo luminometra Orion II 
Microplate. Intenziteta luminiscence nam je dala podatek o nivoju izražanja kresničkine 
luciferaze, ki je odražala delovanje načrtovanih transkripcijskih faktorjev na osnovi 
STAT5b.  
3.1.5 Oligonukleotidni začetniki 
Preglednica 7: V magistrskem delu uporabljeni oligonukleotidi  
Oznaka 
oligonukleotida 
Nukleotidno zaporedje 
Krab-pc-F_2 5' CAAATCATCAGTTTCTAGATAAGCGGCCGCTCGAGCATGCATC 3' 
Krab-pc-R_2 5' GATGCATGCTCGAGCGGCCGCTTATCTAGAAACTGATGATTTG 
ATTTCAAATGCAGTC 3' 
Pc-STAT-F_2 5' CTCGGATCCACCGGTGCCACCATGGCTGTGTGGATACAAGCTCAG 3' 
Pc-STAT-R_2 5' CCACACAGCCATGGTGGCACCGGTGGATCCGAG 3' 
STAT-nls-vpr-F 5' GATCCAAAAAAGAAGAGAAAGGTAGAGGCCAGCGGTTCGGGACG 3' 
STAT-nls-vpr-R 
5'GGCCTCTACCTTTCTCTTCTTTTTTGGATCGGCATCTGCAGATGCGTT
CAC 3' 
STAT-nls-vp16-f 5'AAC GCA TCT GCA GAT GCC GAT CCA AAA AAG AAG AGA AAG 
GTA GCC CCT CCG ACC GAT 3' 
STAT-nls-vp16-r 5'CATCGGTCGGAGGGGCTACCTTTCTCTTCTTTTTTGGATCGGCATCTG
CAGATGCGTT 3' 
pcdna-dmra-f 5' TCCACCGGTGCCACCATGGGAGTGCAAGTGGAAACC 3' 
pcdna-dmra-r 5' GGTTTCCACTTGCACTCCCATGGTGGCACCGGTGGA 3' 
vp16-pcdna-f 5' ATTGACGAGTACGGTGGGTAAGCGGCCGCTCGAGCATGCATC 3' 
vp16-pcdna-r 5' GATGCATGCTCGAGCGGCCGCTTACCCACCGTACTCGTCAAT 3' 
STAT-tevs-vpr-f 5' CTG CAG ATG CCG GAT CTG GCG AAA ACC TCT ACT TCC AGA GCG 
GCG AGG CCA GCG GTT CG 3' 
STAT-tevs-vpr-r 5' CGAACCGCTGGCCTCGCCGCTCTGGAAGTAGAGGTTTTCGCCAGA 
TCCGGCATCTGCAG 3' 
Vpr-pc-f 5' CCATCTTCGACACATCTCTGTTTTAAGCGGCCGCTCGAGCATGC 3' 
Vpr-pc-r 
Bcl2l_F 
Bcl2l_R 
Myc_F 
Myc_R 
hGAPDH_F 
hGAPDH_R 
5' GCATGCTCGAGCGGCCGCTTAAAACAGAGATGTGTCGAAGATGG 3' 
5' ATCGCCCTGTGGATGACTGAGT 3' 
5' GCCAGGAGAAATCAAACAGAGGC 3' 
5' CCTGGTGCTCCATGAGGAGAC 3' 
5' CAGACTCTGACCTTTTGCCAGG 3' 
5' TGCACCACCAACTGCTTAGC 3' 
5' GGCATGGACTGTGGTCATGAG 3' 
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3.1.6 Organizmi 
Preglednica 8: Celične kulture, uporabljene v magistrskem delu 
Celična kultura Vir 
HEK293 Carsten Kirschning (Tehnična univerza v Münchnu) 
Jurkat T American Type Culture Collection (ATTC) 
Preglednica 9: Bakterijski sevi, uporabljeni v magistrskem delu 
3.1.7 Gojišča 
Preglednica 8: Sestava gojišč 
Gojišče Sestava 
Tekoče LB-gojišče 25g/l(5g kvasni ekstrakt, 10g NaCl, 10g tripton) 
Trdno LB-gojišče 25g/l(5g kvasni ekstrakt, 10g NaCl, 10g tripton),  
15g/lagar, 50µg/ml ampicilin 
Gojišče za celično linijo HEK293T 0,5 lDMEM, 55 ml FBS 
Gojišče za Jurkat celično linijo 0,5 lRPMI, 55ml FBS 
 
Priprava tekočega LB-gojišča  
V destilirani vodi smo raztopili ustrezno količino LB gojišča po Millerju. Po končanem 
postopku vlažne sterilizacije v avtoklavu smo ga do uporabe hranili pri sobni temperaturi. 
Pred inokulacijo bakterij smo v gojišče dodali ampicilin v končni koncentraciji 50 μg/ml. 
 
Priprava gojišč za celične kulture 
Gojišče za celične kulture smo pripravili tako, da smo 0,5 l svežega medija DMEM ali 
RPMI dodali 55ml FBS. 
3.2 METODE 
3.2.1 Sterilizacija steklovine, gojišč in raztopin 
Temperaturno neobčutljiv material, ki smo ga uporabili pri gojenju celičnih kultur in 
bakterij, smo segrevali z vlažno toploto pri povečanem tlaku v avtoklavu. Izbran je bil 
program segrevanja pri temperaturi 121°C in tlaku 1,2·105 Pa v časovnem okviru 20 minut. 
Sev Genotip Vir 
DH5α F-/ supE44, ∆lacU169 ( 80 lacZ M15) 
hsdR17 recA1 endA1 gyrA96, thi-1, relA1 
Zbirka sevov na Kemijskem 
inštitutu Ljubljana 
Top10 F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG 
recA1araD139 Δ(ara-leu)7697galE15 
galK16 rpsL(StrR) endA1 λ 
Invitrogen 
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Sterilizacija temperaturno občutljivega materiala je bila izvedena s filtracijo prek filtra s 
premerom por 0,2 μm. 
3.2.2 Priprava genskih konstruktov 
Genske konstrukte smo pripravili z uporabo metod molekularnega kloniranja, ki so opisane 
v nadaljevanju. 
3.2.2.1 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
Verižno reakcijo s polimerazo smo izvedli s KAPA HiFi HotStart DNA polimerazo. 
Vpreglednici spodaj so prikazane količine komponent za pripravo ene reakcijske mešanice 
inčasovni profil reakcije. 
Preglednica 9: Sestava reakcijske mešanice reakcije PCR s KAPA HiFi HotStart polimerazo za eno reakcijo 
Komponenta Volumen v μl za 1 reakcijo 
Matrična DNA(1–10 ng) 1 ul 
2X KAPA HiFi HotStart ReadyMix 10 ul 
Primer 1 (10 mM) 0,75 ul 
Primer 2 (10mM) 0,75 ul 
MQ 12,5 ul 
Skupni volumen 25 
Preglednica 10: Temperaturni profil reakcije PCR 
 Stopnja Temperatura Čas 
1. Začetna denaturacija  95 C 3 min 
2. 21 ciklov 
Denaturacija 
Prileganje 
 Podaljševanje 
 
 
 
98 C 
60–75 C 
72 C 
 
20 s  
15 s 
30–60 s za 1kb 
3. Zaključno podaljševanje  72 C 1 min 
4.  Konec  4 C Neskončno 
 
Temperaturo prileganja in možnost tvorbe sekundarnih struktur smo preverili z uporabo 
spletnega orodja OligoAnalyzer tool podjetja Integrated DNA Technologies, Inc. (IDT). 
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3.2.2.2 Elektroforeza na agaroznem gelu 
Agarozni gel smo pripravili tako, da smo ustrezno količino agaroze raztopili v 100 ml 1x 
TAE pufra s segrevanjem v mikrovalovni pečici. Ko se je mešanica nekoliko ohladila, smo 
dodali 2 l etidijevega bromida (10 g/l), rahlo premešali in jo vlili v kadičko za 
elektroforezo. Po 20–30 minutah se je gel strdil in bil pripravljen za uporabo. Pripravili 
smo gele različne gostote (med 0,8 in 1,5 %), glede na pričakovano velikost pomnoženih 
fragmentov DNA. Gele z višjo koncentracijo smo uporabili za ločevanje manjših 
fragmentov DNA, gele z nižjo koncentracijo pa za ločevanje večjih. Pred nanosom v žepek 
agaroznega gela smo vzorcu dodali 1x nanašalni pufer. Poleg vzorcev smo na gel vedno 
nanesli tudi DNA standard, s pomočjo katerega smo določili velikost fragmentov DNA v 
vzorcih. Elektroforeza je potekala pri konstantni napetosti 100 V. Po koncu smo gel pod 
UV svetlobo fotografirali in s pomočjo skalpela iz gela izrezali fragmente DNA ustrezne 
velikosti. 
3.2.2.3 Čiščenje fragmentov DNA iz gela 
Fragmente DNA, izrezane iz agaroznega gela, smo očistili z uporabo komercialno 
dostopnega kompleta GeneJet™ Gel Extraction Kit (Fermentas) po navodilih proizvajalca. 
Očiščene DNA fragmente smo eluirali iz kolonce v 50µl MQ. Koncentracijo očiščene 
DNA smo določili z uporabo spektrofotometra NanoDrop. 
3.2.2.4 Merjenje koncentracije nukleinskih kislin 
Koncentracijo DNA in RNA smo določili spektrofotometrično z merjenjem absorbance pri 
260 nm na napravi NanoDrop. Naprava nam tudi poda razmerji med 260/280 in 260/230, 
ki nakazujeta čistost vzorcev. Sprejemljivo razmerje 260/280 pri merjenju DNA je 
približno 1,8, pri merjenju RNA pa približno 2. Nižje razmerje nakazuje prisotnost 
proteinov, fenolov in drugih nečistoč, ki absorbirajo pri 280 nm. Dodaten kriterij za čistost 
našega vzorca je tudi razmerje absorbcije pri valovnih dolžinah 260/230. Pri čistem vzorcu 
se to giblje med 2 in 2,2. V primeru nižjega razmerja so v vzorcu prisotne nečistoče, ki 
absorbirajo pri 230 nm. 
3.2.2.5 Lepljenje po Gibsonu 
Metoda lepljenja po Gibsonu omogoča združevanje fragmentov DNA, ki imajo homologne 
konce z uporabo treh različnih encimov, eksonukleaze, polimeraze in ligaze. Eksonukleaza 
razgrajuje molekulo DNA v smeri od 5' proti 3' koncu pri čemer ustvari enoverižne 
homologne konce molekul DNA, ki ju želimo združiti. Po združitvi homolognih delov 
molekul DNA polimeraza podaljša verigi DNA, ligaza pa zapolni vrzel s formacijo 
fosfodiesterskih vezi med 5'-fosfatom in 3'-hidroksilom dveh sosednjih verig DNA (slika 
7). Za izvedbo metode je treba pripraviti oz. načrtovati ustrezne oligonukleotide, s katerimi 
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ustvarimo homologne konce med fragmenti, ki jih želimo združiti. Ti oligonukleotidi so 
dolgi približno 40 bp, pri čemer se 20 bp prilega DNA matrici, vloga preostalih 20 bp pa je 
zagotavljanje homologije konca DNA fragmenta z DNA fragmentom ali plazmidom, s 
katerim ga želimo združiti oz. vstaviti. Sestava reakcijske mešanice za lepljenje po 
Gibsonu je opisana v preglednici 13. Po pripravi smo mešanico razdelili v alikvote po 15 
μl in jih shranili na –20°C. 
 
 
Slika 7: Shematski prikaz združevanja fragmentov DNA z uporabo metode lepljenja po Gibsonu (Noszka in 
Kilisch, 2018)  
Preglednica 11: Sestava reakcijske mešanice za reakcijo lepljenja po Gibsonu 
Komponenta Volumen 
Pufer ISO (5x) 320 μl 
Eksonukleaza T5 (10 U/ μl) 0,64 μl 
DNA polimerazaPhusion (2 U/ μl) 20 μl 
DNA ligazaTaq (40 U/ μl) 160 μl 
MQ 700 μl 
Skupni volumen 1,2 ml 
Izvedba reakcije lepljenja po Gibsonu 
Alikvotu reakcijske mešanice (15ul), ki smo ga predhodno odtalili na ledu, smo dodali 5 ul 
mešanice PCR produktov, ki smo jih želeli združiti, in sicer v masnem razmerju 1:1. 
Sledila je inkubacija mešanice na 50°C za 60 minut. Nato smo celotno reakcijsko mešanico 
transformirali v kompetentne celice. 
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3.2.2.6 Transformacija kompetentnih celic E. coli 
Plazmide smo namnoževali v kompetentnih bakterijskih celicah E.coli. Uporabljali smo 
dva različna seva. Po reakciji lepljenja po Gibsonu smo plazmide namnoževali v sevu 
Top10. Ostale plazmide pa smo namnoževali v sevu DH5α. Metoda transformacije 
plazmidov v celice je temeljila na toplotnem šoku. Kompetentne bakterijske celice, 
shranjene na –80 C, smo odtalili na ledu. Po odtajanju smo dodali 1 ul plazmidne DNA oz. 
25ul Gibson reakcijske mešanice ter inkubirali 30 minut na ledu. Nato smo izvedli toplotni 
šok s 4-minutno inkubacijo celic na 42 C. Potem smo celice prenesli na led za 2 minuti, 
jim dodali 1 ml LB-gojišča in jih 1 uro inkubirali pri 37 C s stresanjem 150 vrt./min. Po 
končani inkubaciji smo celice zbrali s 3-minutnim centrifugiranjem pri 7.000 vrt./min, 
odlili večji del gojišča, jih resuspendirali in z drigalsko spatulo razmazali na trdno gojišče 
LB z dodanim ampicilinom. Celice smo 16–19 ur inkubirali pri temperaturi 37 C.  
3.2.2.7 Izolacija plazmidne DNA in določanje nukleotidnega zaporedja 
Za izolacijo plazmidne DNA smo uporabljali dva komercialno dostopna kompleta, odvisno 
od končne količine plazmidne DNA, ki smo jo potrebovali v poskusih. 
 
GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit 
Za izolacijo DNA iz manjšega volumna (do 5 ml) smo uporabljali GeneJET™ Plasmid 
Miniprep Kit po navodilih proizvajalca. Postopek izolacije temelji na alkalni lizi celic, ki ji 
sledita adsorbcija DNA na silika membrano spin kolone v prisotnosti visoke koncentracije 
soli ter spiranje in nazadnje elucija DNA s kolone v 50 ul MQ. Po končani izolaciji smo 
izmerili koncentracijo DNA z uporabo NanoDrop naprave in vzorec shranili pri –20°C. 
 
PureLink™ HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit 
Za izolacijo DNA iz večjega volumna (100–200ml) smo uporabljali PureLink™ HiPure 
Plasmid Filter Maxiprep Kit po navodilih proizvajalca. Postopek temelji na alkalni lizi, ki 
ji sledijo adsorbcija DNA na anionskem izmenjevalcu ob nizkem pH-ju, spiranje nečistoč z 
visoko koncentracijo soli in elucija DNA iz izmenjevalca z uporabo elucijskega pufra. 
Sledijo obarjanje DNA z izopropanolom, centrifugiranje in odlitje izopropanola. Nato 
DNA oborimo še v manjši količini 70 % etanola in centrifugiramo. Dobljeni pelet 
posušimo na zraku in ga raztopimo v 80–100 ul pufra TE. 
 
Določanje nukleotidnega zaporedja 
Pripravljene plazmide z metodo lepljenja po Gibsonu smo poslali podjetju Eurofins MWG 
Operon v Nemčiji, ki je določilo nukleotidno zaporedje. Dobljene rezultate smo analizirali 
s programom Genome Complier. 
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3.2.3 Delo s celično kulturo HEK293 
Celice smo gojili v T75 gojitvenih posodicah v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2 do 11–13 
pasaže. Približno vsake 3 dni smo jim zamenjali medij. Ko so celice zrasle do približno 90  
% konfluence, smo jih s pomočjo tripsina odlepili od podlage in jih zredčili. Ob vsaki 
redčitvi smo označili število pasaže.  
3.2.3.1 Določanje števila celic 
Število celic in viabilnost smo določili s pomočjo naprave Countess. Volumnu 10 µl celic 
smo dodali enako količino barvila tripana, ki prodre v notranjost celic s poškodovano 
celično steno in jih obarva. Celice smo nato prenesli v števno komoro, ki smo jo nato 
vstavili v števec celic Countess. 
3.2.3.2 Transfekcija celic HEK293 
Za merjenje aktivnosti luciferaze smo uporabljali bele plošče s 96 luknjami. V eno luknjico 
smo nasadili 1,4–2,0 x 104 HEK293 celic v volumnu 100 μL. Po približno 24 urah smo 
celice transficirali z ustreznimi plazmidi. Za transfekcijo smo uporabljali reagent JetPei™, 
ki spada med kationske polimere, z dodano ustrezno količino 150 mM NaCl. Mešanico 
plazmidov smo zmešali skupaj s pripravljenim reagentom JetPei™, vorteksirali in 
inkubirali 15–20 minut na sobni temperaturi ter nato dodali 20 µl mešanice v posamezno 
luknjico. Po transfekciji smo celice 1 dan inkubirali pri 37 °C in 5 % CO2, nato pa smo jih 
stimulirali z dodatkom 20 µl rapamicina v končni koncentraciji 2µM. 
3.2.3.4 Dvojni luciferazni test 
Delovanje transkripcijskih faktorjev smo spremljali preko merjenja aktivnosti gena z 
zapisom za kresničkino luciferazo pod kontrolo minimalnega promotorja. Na 5’ koncu 
minimalnega promotorja se nahajajo štiri vezavna mesta za protein STAT5b. Za 
normalizacijo transfekcije smo uporabili plazmid phRL-TK (Renilla luciferazni reporterski 
vektor, ki vsebuje zapis za Renilla luciferazo, pod kontrolo konstitutivnega promotorja). Za 
izenačitev mase DNA smo uporabili prazni vektor pcDNA3. Pred meritvijo smo celice 
lizirali z dodatkom 1x lizirnega pufra in z 10–15 min inkubacijo na sobni temperaturi. Prav 
tako smo pripravili pufre s substrati, primerne za posamezno luciferazo. Za Renilla 
luciferazo smo 1x renilla pufru dodali v metanolu raztopljen substrat coelentrazin, ki ob 
reakciji z Renillino luciferazo odda svetlobo valovne dolžine 480 nm. Za merjenje 
aktivnosti kresničkine luciferaze smo zmešali 1-kratni luciferazni pufer, koencim A, DTT, 
ATP in D-luciferin; substrat kresničkine luciferaze, raztopljen v MQ, ki ob oksidaciji odda 
svetlobo valovne dolžine 560 nm. Pred merjenjem na luminometru Orion II smo injektorje 
sprali s 70 % etanolom, 0,01 % DMSO in MQ. Nato smo ploščo z liziranimi celicami 
vstavili v luminometer ter pomerili luminsceno posamezne luciferaze. Pri analizi rezultatov 
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smo vrednosti kresničkine luciferaze normalizirali glede na vrednosti Renilla luciferaze, 
saj se ta izraža konstitutivno in tako izračunali relativno luciferazno aktivnost. Z uporabo 
Renilla luciferaze zmanjšamo variabilnost rezultatov, ki nastane kot posledica različnega 
števila celic, učinkovitosti transfekcije in viabilnosti v posameznih luknjicah. 
3.2.4 Delo s celično kulturo Jurkat 
Celice Jurkat smo gojili v T75 gojitvenih posodicah pri 37 °C in 5 % CO2 , v gostoti med 1 
x 105 in 1 x106 celic/ml. Za vzdrževanje ustrezne gostote celic smo gojišče dodajali po 
potrebi na vsake 2–3 dni. Celice smo šteli z uporabo števnih komor in celičnega števca 
Countess. 
3.2.4.1 Elektroporacija celic Jurkat 
Elektroporacijo celic Jurkat smo izvedli z uporabo sistema »Neon Transfection 
System«(ThermoFisher). Za učinkovito elektroporacijo morajo biti celice na dan 
elektroporacije v eskponentni fazi rasti v gostoti približno 2x106 celic/ml, zato smo jih 
predhodno (ponavadi 2 dni prej) zredčili na gostoto 1x106 celic/ml. Pred postopkom 
elektroporacije smo celice prešteli, jim s centrifugiranjem odstranili medij, sprali s PBS 
brez Ca2+ in Mg2+ ter resuspendirali v pufru R v končni koncentraciji 1x107 celic/ml. 
Predhodno pripravljene mešanice plazmidov smo združili z ustrezno količino celic, 
resuspendiranih v pufru R. Vzorec smo nato z uporabo posebne pipete prenesli v nastavek 
za pipetiranje, ki vsebuje elektrodo. Pipeto z elektrodo smo vstavili v elektroporacijsko 
komoro, ki je vsebovala pufer E2. Za elektroporacijo celic Jurkat smo uporabili protokol z 
naslednjimi nastavitvami: 3.500 V, 10 ms, 3 zaporedni pulzi. Po končanem protokolu smo 
celice prenesli v luknjo z 2 ml medija na ploščo z 12 luknjicami. Sledila je inkubacija 48 ur 
v inkubatorju pri 37 °C in 5 % CO2. 
3.2.4.2 Merjenje luminiscence 
Intenziteto luminiscence, iz katere smo računali aktivnost poročevalskega gena kresničkine 
luciferaze, smo merili z napravo IVIS. Tik pred merjenjem smo v posamezno luknjo na 
plošči dodali substrat za kresničnino luciferazo luciferin. Na luknjo smo dodali 100 µl 
luciferina s koncentracijo 30 ug/ul. 
3.2.5 Izolacija RNA 
Izolacijo RNA smo izvedli z uporabo High Pure RNA isolation kita. Celoten postopek smo 
izvedli po navodilih proizvajalca. Pred izolacijo smo delovni pult in vse pripomočke 
očistili z RNase dekontaminacijsko raztopino, s čimer smo zmanjšali tveganje za 
razgradnjo izolirane RNA z ribonukleazami, ki so prisotne v okolju. Možnost razgradnje 
RNA s strani ribonukleaz, prisotnih v celičnem lizatu, smo dodatno zmanjšali še z izvedbo 
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izolacije na ledu. RNA smo eluirali v 30 µl elucijskega pufra, pomerili koncentracijo z 
Nanodropom in jo shranili na –80ºC.  
3.2.5.1 Razgradnja z RQ Dnazo I 
DNA v vzorcih smo razgradili tako, da smo 0,6 µg vzorca RNA dodali 0,6 µl RQ DNaze I 
in 2 µl Dnaznega pufra ter z vodo brez RNaze dopolnili do končnega volumna 20 µl. 
Sledila je 30-minutna inkubacija vzorcev pri 37ºC. Po tem koraku smo Dnazo I inaktivirali 
z dodatkom 2 µl 50 mM EDTA in 10-minutno inkubacijo pri 65ºC. 
3.2.5.2 Reverzna transkripcija 
Reverzno transkripcijo smo izvedli z uporabo High Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit po navodilih proizvajalca. 
 
Preglednica 12: Reakcijska mešanica za obratno transkripcijo 
Komponenta Volumen 
10x RT puffer 4 µl 
25x dNTP mix(100 nM) 1,6 µl 
10x RT Random primers 4 µl 
Reverzna transkriptaza 2 µl 
Voda brez nukleaze 8,4 µl 
Skupni volumen 20 µl 
 
Preglednica 13: Program za izvedbo obratne transkripcije 
Stopnja Temperatura (ºC) Čas (min) 
1 25 10 
2 37 120 
3 85 
4 
5 
Neskončno 
3.2.5.3 Kvantitativna reakcija z verižno polimerazo v realnem času(qPCR) 
qPCR je reakcija, pri kateri naprava meri akumulacijo flourescentnega signala, ki nastaja 
oziroma se povečuje ob podvajanju DNA. Detekcija DNA je lahko specifična ali 
nespecifična, glede na to, ali uporabljamo interkalarna barvila ali sonde, kot je npr. 
TaqMan. V našem primeru je šlo za nespecifično detekcijo, saj smo uporabili syber green 
barvilo, ki se veže na dvoverižno DNA. qPCR-reakcijo smo pripravili v plošči 
LightCycler480 Multi Well Plate s 96 luknjicami. V vsako luknjico smo dodali 8 µl 
reakcijske mešanice in dodali 2 µl predhodno z vodo MQ 10x redčenega vzorca cDNA 
(Preglednica 16). Pridobljeni rezultati so bili podani v številu ciklov pomnoževanja (Cp), 
ki so bili potrebni, da je prišlo do detekcije fluorescence v posameznem vzorcu. To se je 
zgodilo, ko je fluorescenca presegla vrednost, imenovano prag detekcije. Prej kot je bil 
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prag detekcije presežen, manjša je Cp-vrednost ter večja količina tarčnega gena v vzorcu. 
Z uporabo primerjalne Ct-metode smo iz pridobljenih vrednosti izračunali raven izražanja 
gena v celicah. 
Preglednica 14: Reakcijska mešanica za qPCR 
Komponenta Volumen 
LightClycler 480 SYBR Green I Master 5 µl 
Primer 1 (10 µM) 0,3 µl 
Primer 2 (10 µM) 0,3 µl 
cDNA 2 µl 
MQ 2,4 µl 
 
Reakcijo smo izvedli z napravo LightCycler 480 po programu, prikazanem v preglednici 
17. 
 
Preglednica 15: Program qPCR-reakcije 
Število ciklov T(ºC) ČAS 
1 95 15 minut 
40–50 94 
65 
72 
76 
15s 
30s 
30s 
76s 
1 60 
Segrevanje do 90 
1s 
1 37 neskončno 
3.2.5.3.1 Primerjalna Ct-metoda (metoda ΔΔCT) 
Za izračun izražanja določenega gena v celicah smo potrebovali podatke o izražanju t.i. 
referenčnega oz. kontrolnega gena, v našem primeru GAPDH. Kontrolni gen je 
konstitutivno izražen in služi za normalizacijo, zato govorimo o relativnem izražanju 
merjenega gena, saj je povišanje / znižanje izražanja slednjega relativno glede na 
referenčni gen. Normalizacijo vzorcev smo izvedli tako, da smo od dobljenih Cp-vrednosti 
tarčnega gena (BCL-2 ali MYC) odšteli Cp-vrednosti kontrolnega gena, s čimer smo dobili 
ΔCp-vrednost posameznega vzorca. Nato smo od ΔCp-vrednosti posameznega vzorca 
odšteli ΔCp slepega vzorca (vzorca celic, elektroporiranih s kontrolnim plazmidom 
pcDNA3) in dobili vrednost ΔΔCp. Dobljena ΔΔCp-vrednost predstavlja negativni 
eksponent števila 2 in dobimo spremembo izražanja (1). 
 
ΔCp(tarčni gen) = Cp(tarčni gen) – Cp(GAPDH) 
ΔΔCp(tarčni gen) = ΔCp(tarčni gen, vzorec) – ΔCp(tarčni gen, slepi vzorec) 
Sprememba izražanja = 2-ΔΔCp(tarčni gen)           … (1) 
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4 REZULTATI 
Naš cilj je bil razvoj sistema, pri katerem bi z uporabo represorske in aktivacijske domene 
vplivali na aktivnost transkripcijskega faktorja STAT5b. STAT5b sodeluje pri proliferaciji 
celic, inducirani s strani citokinov in preživetju limfocitov. Poleg tega se sklepa, da je 
ključni dejavnik za preživetje celic T, saj je konstitutivno aktiven STAT5 velikokrat 
opažen pri limfomih in levkemijah. Želeli smo ustvariti transkripcijski faktor, katerega 
delovanje bi lahko uravnavali z zunanjimi dejavniki. V ta namen smo načrtovali različne 
transkripcijske faktorje, ki so temeljili na modificirani obliki proteina STAT5b z 
odstranjeno lastno transaktivacijsko domeno. Predvidevali smo, da bo na ta način 
modificirani transkripcijski faktor zmožen vezave na DNA, ne pa tudi aktivacije t.i. 
»downstream« genov oz. v našem primeru aktivacije poročevalskega gena za kresničkino 
luciferazo. To funkcijo smo želeli nadomestiti z elementi, ki bi jih lahko sami uravnavali 
oziroma nadzorovali njihovo aktivnost. Takšnemu skrajšanemu proteinu STAT5b 
(zaobsega aminokisline od 2-718, zato smo ga poimenovali Stat718) smo v ta namen 
dodali funkcijske domene za uravnavanje prepisovanja genov, bodisi aktivacijsko (VPR ali 
VP16) bodisi represorsko domeno (KRAB) bodisi obe. Prepoznavno mesto za proteazo 
TEV smo dodali načrtovanim transkripcijskim faktorjem glede na njihovo želeno funkcijo. 
Tako so bili nekateri za aktivacijo odvisni od prisotnosti ali odsotnosti aktivne oblike 
proteaze TEV v sistemu. V drugem primeru smo na N-končni del transkripcijskega 
faktorja dodali dimerizacijsko domeno DmrA. To nam je omogočilo nadzorovanje njune 
aktivnosti z uporabo represorske domene KRAB kovalentno povezane z dimerizacijsko 
domeno DmrC (DmrC-KRAB). Ob dodatku rapamicina smo skušali inducirati 
nekovalentno vezavo DmrC-KRAB na načrtovani transkripcijski faktor in posledično 
utišati izražanje poročevalskega gena.  
4.1 TRANSKRIPCIJSKI FAKTOR Z AKTIVACIJSKO IN REPRESORSKO DOMENO 
Načrtovana transkripcijska faktorja, ki vsebujeta aktivacijsko in represorsko domeno, sta 
sestavljena iz transkripcijskega faktorja Stat718, ki ga sestavljajo N-končna domena, 
obvita vijačica (ang. coiled coil), DNA-vezalna domena, linker oz. vezavna domena ter 
domena SH-2. Stat718 sledi aktivacijska domena VPR ali VP16, katere naloga je aktivacija 
transkripcije. Domeni sledi cepitveno mesto za proteazo TEV in nato represorska domena 
KRAB. Transkripcijska faktorja smo poimenovali Stat718-VPR-TEVs-KRAB in Stat718-
VP16-TEVs-KRAB. Transkripcijski faktor se preko DNA-vezalne domene veže na DNA, 
kjer preko dodanih funkcijskih domen regulira izražanje poročevalskega gena, in sicer je 
izražanje tega ob prisotnosti domene KRAB utišano. Proteaza TEV odcepi represorsko 
domeno KRAB, ki zavira delovanje aktivacijske domene (VP16 ali VPR), in s tem 
omogoči transkripcijo poročevalskega gena pod minimalnim inducibilnim promotorjem 
(slika 8). Princip delovanja transkripcijskih faktorjev je enak, edina razlika med njima je v 
aktivacijski domeni. Za cepitev domen načrtovanega transkripcijskega faktorja smo pri 
eksperimentih uporabili tako celotno proteazo TEV kot tudi podenoti proteaze TEV, 
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imenovani nTEV in cTEV. Podenoti sta sestavljeni iz N- in C-končnih delov proteina TEV 
in ob prisotnosti rapamicina tvorita funkcionalno proteazo. Aktivnost genov, ki so pod 
nadzorom STAT5b, naj bi bila v prvem primeru odvisna od prisotnosti proteaze TEV, v 
drugem primeru, pri uporabi podenot proteaze, pa od prisotnosti rapamicina. 
 
Stat718 VPR/VP16 TEV bs KRAB
rapamicin
STAT5 4xbs fLUCpmin
fLUC
pCMV
STAT5 4xbs fLUCpmin
fLUC
VPR/VP16Stat718pCMV
a) Brez rapamicina
b) Z rapamicinom
nTEV cTEV
DmrC DmrA
nTEV cTEV
 
Slika 8: Predvideno delovanje transkripcijskih faktorjev Stat718-VPR-TEVs-KRAB in Stat718-VP16-TEVs-
KRAB pri uporabi podenot proteaze TEV ob odsotnosti in prisotnosti rapamicina. V odsotnosti rapamicina 
podenoti proteaze ne tvorita funkcionalne proteaze. V tem primeru represorska domena KRAB ostane 
povezana s transkripcijskim faktorjem in utiša izražanje poročevalskega gena (a). V primeru prisotnosti 
rapamicina podenoti proteaze tvorita funkcionalno proteazo, ki odcepi represorsko domeno KRAB , kar vodi 
v aktivacijo poročevalskega gena (b). 
4.1.1 Delovanje transkripcijskega faktorja z aktivacijsko in represorsko domeno v 
celicah HEK293 v odvisnosti od proteaze TEV 
Delovanje transkripcijskih faktorjev smo preučevali v celicah HEK293. Vse celice smo 
poleg kombinacij različnih plazmidov transficirali s 50 ng poročevalskega plazmida 
4xSTATbs_pminfLUC.Prav tako smo maso transficirane DNA med posameznimi vzorci 
vedno izenačili z uporabo praznega vektorja pcDNA3. Genski konstrukt, ki nosi zapis za 
poročevalski gen (4xSTATbs_pminfLUC) je sestavljen iz štirih zaporednih vezavnih mest 
za transkripcijski faktor STAT5b, kateremu sledi minimalni promotor in nato zapis za 
kresničkino luciferazo. Prepisovanje kresničkine luciferaze je tako odvisno od vezave 
aktivacijske ali represorske oblike transkripcijskega faktorja na osnovi STAT5b.  
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4.1.1.1 Aktivnost načrtovanega transkripcijskega faktorja na osnovi aktivacijske domene 
VPR 
Kontrolne celice smo transficirali s plazmidom pcDNA3, plazmidom z zapisom za Renillo 
luciferazo (phRL-TK) in poročevalskim plazmidom (4xSTATbs_pminfLUC). Preostale 
celice pa smo poleg plazmidov pcDNA3, 4xSTATbs_pminfLUC in phRL-TK transficirali 
s plazmidom z zapisom za načrtovani transkripcijski faktor (Stat718-VPR-TEVs-KRAB), 
in plazmidoma z zapisom za celotno proteazo TEV (pTEV) (slika 9b) ali cepljeno proteazo 
TEV (splitTEV) (slika 9a). Pri uporabi cepljene proteaze smo uporabili enaki količni 
plazmidov nTEV in cTEV. Celicam, s cepljeno proteazo, smo 24 ur po transfekciji dodali 
2 µM rapamicin. 24 ur po dodatku rapamicina smo celice lizirali in izmerili aktivacijo 
poročevalskega gena. 
 
a) b)
 
Slika 9: Aktivnost poročevalskega gena pri uporabi transkripcijskega faktorja Stat718-VPR-TEVs-KRAB v 
kombinaciji s proteazo splitTEV (a) ali celotno proteazo TEV (b), izraženega v reativnih luciferaznih enotah 
(RLE).  
 
Pri uporabi cepljene proteaze (splitTEV) smo primerjali z rapamicinom stimulirane in 
nestimulirane vzorce, kjer smo ob prisotnosti rapamicina pričakovali sestavo podenot 
splitTEV v funkcionalno obliko proteaze, ki je zmožna odcepiti represorsko domeno 
KRAB iz transkripcijskega faktorja Stat718-VPR-TEVs-KRAB. Ta naj bi v odsotnosti 
rapamicina deloval kot represor. Opazili smo, da je intenziteta luciferaze v odsotnosti 
rapamicina višja od kontrolnih celic, kar je bilo v nasprotju z našimi pričakovanji in kaže 
na nepravilno oziroma nepričakovano delovanje načrtovanega transkripcijskega faktorja. 
Ob dodatku rapamicina se je signal povišal, kar nakazuje na sestavo posameznih podenot 
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splitTEV v funkcionalno obliko, ki katalizira cepitev represorske domene iz načrtovanega 
transkripcijskega faktorja (slika 9a).  
 
Delovanje transkripcijskega faktorja smo preverili tudi v kombinaciji s celotno proteazo 
TEV. Hoteli smo preveriti ali je razlog za aktivacijo poročevalskega gena ob odsotnosti 
rapamicina naključno povezovanje podenot proteaze TEV v funkcionalno proteazo in 
cepitev represorske domene transkripcijskega faktorja s strani le-te. Izražanje 
poročevalskega gena smo izmerili 48 ur po transfekciji. Pri celicah brez plazmida pTEV 
smo pričakovali intenziteto luciferaze na ravni kontrolnih celic. Tudi v tem primeru smo 
opazili, da je intenziteta luciferaze pri vzorcu brez proteaze TEV višja od kontrole. Ob 
prisotnosti proteaze TEV se je signal povišal, kar nakazuje na delovanje proteaze in cepitev 
represorske domene iz načrtovanega transkripcijskega faktorja (slika 9b). 
4.1.1.2 Aktivnost načrtovanega transkripcijskega faktorja na osnovi aktivacijske domene 
VP16 
Glede na rezultate uporabe cepljene in celotne proteaze TEV v kombinaciji s 
transkripcijskim faktorjem Stat718-VPR-TEVs-KRAB (slika 9) smo se odločili 
nadomestiti aktivacijsko domeno VPR z manjšo aktivacijsko domeno VP16. Domena VPR 
bi namreč lahko s svojo velikostjo vplivala na samo konformacijo in posledično delovanje 
načrtovanega transkripcijskega faktorja. 
 
a) b)
 
Slika 10: Aktivnost poročevalskega gena pri uporabi transkripcijskega faktorja Stat718-VP16-TEVs-KRAB v 
kombinaciji s proteazo spliTEV 24, 48 in 72 ur po stimulaciji z rapamicinom (a) in celotno proteazo (pTEV) 48 ur po 
transfekciji celic (b), izraženega v relativnih luciferaznih enotah (RLE). 
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Delovanje transkripcijskega faktorja Stat718-VP16-TEVs-KRAB smo preučevali v 
kombinaciji s proteazo splitTEV. Primerjali smo z rapamicinom stimulirane in 
nestimulirane vzorce 24, 48 in 72 ur po dodatku rapamicina. Glede na enak princip 
delovanja transkripcijskih faktorjev z dodano aktivacijsko in represorsko domeno, smo tudi 
tukaj pričakovali represijo poročevalskega gena ob odsotnosti rapamicina in njegovo 
aktivacijo ob prisotnosti rapamicina. Tudi po zamenjavi aktivacijske domene, je bila 
inteziteta luciferaze nestimuliranih celic višja od kontrolnih celic. Ob dodatku rapamicina 
se je signal povišal in ostal povišan tudi do 72 ur po stimulaciji z rapamicinom, kar 
nakazuje na delovanje proteaze in cepitev represorske domene iz načrtovanega 
transkripcijskega faktorja ter ireverzibilnost aktivacije transkripcijskega faktorja Stat718-
VP16-TEVs-KRAB (slika 10a). 
 
Kot pri prejšnjem transkripcijskemu faktorju z aktivacijsko domeno VPR, smo tudi 
delovanje transkripcijskegem faktorju Stat718-VP16-TEVs-KRAB preverili v kombinaciji 
s celotno proteazo TEV. Intenziteta signala luciferaze celic s transficiranim 
transkripcijskim faktorjem Stat718-VP16-TEVs-KRAB je bil v odsotnosti proteaze TEV 
na ravni kontrolnih celic. Ob prisotnosti proteaze TEV se je signal povišal, kar nakazuje na 
delovanje proteaze in cepitev represorne domene iz načrtovanega transkripcijskega faktorja 
(slika 10b). 
4.1.2 Delovanje transkripcijskega faktorja v celicah Jurkat 
Na podlagi rezultatov, pridobljenih na celicah HEK293, smo delovanje transkripcijskega 
faktorja Stat718-VP16-TEVs-KRAB v kombinaciji s proteazo TEV preizkusili še v celicah 
Jurkat. Za to smo se odločili, ker so to imortalizirane celice T in je tako njihovo celično 
okolje bolj podobno končnemu celičnemu okolju, v katerem bi bili konstrukti potencialno 
uporabljeni. Prav tako smo preverili vpliv transkripcijskega faktorja Stat718-VP16-TEVs-
KRAB na izražanje endogenih genov BCL-2 in C-MYC, ki imata pomembno vlogo v 
nekaterih limfomih.  
 
Celice smo transficirali z uporabo sistema » Neon Transfection System« (ThermoFisher). 
48 ur po transfekciji smo luminiscenco poročevalskega gena izmerili z uporabo naprave 
IVIS. V vsaki ponovitvi poskusa smo izvedli dve tehnični ponovitvi.  
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Slika 11: Prikaz rezultatov delovanja transkripcijskega faktorja Stat718-VP16-TEVs-KRAB v kombinaciji s 
proteazo TEV v celicah Jurkat. Na desni strani so prikazani rezultati, pridobljeni z napravo IVIS. pcDNA3 
smo uporabili kot kontrolo in tudi za izenačitev mase transficirane DNA med različnimi vzroci.   
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Slika 12: Shematski prikaz razporeditve plazmidov na mikrotiterski plošči pri preučevanju delovanja 
Stat718-VP16-TEVs-KRAB v celicah Jurkat. 
Pri preučevanju delovanja transkripcijskega faktorja z aktivacijsko in represorsko domeno 
v kombinaciji s celotno protezo TEV smo kontrolne celice transficirali s praznim 
vektorjem (pcDNA3) ali poročevalskim plazmidom 4xSTATbs_pminfLUC. Ostalim 
vzorcem smo poleg poročevalskega plazmida dodali še Stat718-VP16-TEVs-KRAB (5µg) 
ali kombinacijo Stat718-VP16-TEVs-KRAB (5µg) in pTEV (5µg) Primerjali smo raven 
luminiscence celic v odsotnosti ali prisotnosti proteaze TEV. Pričakovali smo nizke 
vrednosti luminiscence pri kontrolnih celicah in pri celicah s transficiranim 
transkripcisjkim faktorjem Stat718-VP16-TEVs-KRAB, saj naj bi ob odsotnosti proteaze 
Stat718-VP16-TEVs-KRAB deloval kot represor. V nasprotju s pričakovanji smo opazili 
povečano luminiscenco pri kontrolnih celicah s poročevalskim plazmidom in nekoliko 
znižano luminisceno, pri celicah s transkripcijskim faktorjem Stat718-VP16-TEVs-KRAB. 
Nismo opazili razlik med vzorcema z ali brez dodane proteaze TEV. Povišana 
luminiscenca celic transficiranih s kontrolnim plazmidom 4xSTATbs_pminfLUC nakazuje 
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na od transkripcijskega faktorja Stat718-VP16-TEVs-KRAB neodvisno aktivacijo 
poročevalskega gena v celicah Jurkat (slika 11). 
Poleg delovanja načrtovanega transkripcijskega faktorja na poročevalski gen, smo preučili 
še vpliv na endogene gene BCL-2 in C-MYC v celicah Jurkat. 48 ur po transfekciji smo 
celice lizirali in izolirali mRNA, jo z uporabo reverzne transkriptaze prepisali v cDNA in 
izvedli kvantitativno reakcijo z verižno polimerazo v realnem času. Podatke smo analizirali 
z uporabo primerjalne Ct-metode. 
 
 
Slika 13 :Sprememba izražanja gena MYC in BCL-2 po transfekciji celic s Stat718-VP16-TEVs-KRAB in 
TEV-proteazo. 
 
Kontrolne vzorce smo transficirali s pcDNA3, ostale pa s Stat718-VP16-TEVs-KRAB 
(7µg) ali s kombinacijo Stat718-VP16-TEVs-KRAB(7µg) in pTEV(7µg). Primerjali smo 
izražanje genov BCL-2 in MYC v celicah s prisotnim transkripcijskim faktorjem Stat718-
VP16-TEVs-KRAB in celicami s prisotnim transkripcijskim faktorjem Stat718-VP16-
TEVs-KRAB in proteazo TEV. Pričakovali smo, da bo načrtovani TF Stat718-VP16-
TEVs-KRAB ob odsotnosti proteaze deloval kot represor in bo utišal izražanje BCL-2 in 
MYC v celici. Opazili smo, da transkripcijski faktor Stat718-VP16-TEVs-KRAB, ob 
prisotnosti ali odsotnosti proteaze TEV, nima vpliva na izražanje izbranih endogenih genov 
(slika 13). 
4.2 TRANSKRIPCIJSKI FAKTOR Z AKTIVACIJSKO DOMENO 
Načrtovana transkripcijska faktorja, ki vsebujeta aktivacijsko domeno, sta sestavljena iz 
dimerizacijske domene DmrA kovalentno vezane na transkripcijski faktor Stat718. Stat718 
sledi cepitveno mesto proteaze TEV in nato aktivacijska domena VPR ali VP16, katere 
naloga je aktivacija transkripcije. V nasprotju s transkripcijskima faktorjema z dodano 
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represorsko in aktivacijsko domeno, za katera smo pričakovali, da bosta v odsotnosti 
funkcionalne proteaze TEV delovala kot represorja, smo za transkripcijska faktorja DmrA-
Stat718-TEVs-VPR in DmrA-Stat718-TEVs-VP16 pričakovali, da bosta ob odsotnosti 
funkcionalne oblike proteaze TEV delovala kot aktivatorja. Delovanje transkripcijskih 
faktorjev smo lahko uravnavali na dva načina. Prvi način je uporaba proteaze TEV, bodisi 
celotne proteaze bodisi podenot nTEV in cTEV, ki tvorita funkcionalno proteazo ob 
prisotnosti rapamicina (slika 14). Drugi način je uporaba represorske domene KRAB 
kovalentno povezane z dimerizacijsko domeno DmrC (Dmrc-KRAB) (slika 18). Delovanje 
opisanih konstruktov smo preučevali v celicah HEK293.  
4.2.1 Transkripcijski faktor z aktivacijsko domeno v odvisnosti od proteaze TEV 
Prvi način nadzora delovanja transkripcijskih faktorjev z aktivacijsko domeno je uporaba 
proteaze TEV. Transkripcijski faktor deluje kot aktivator poročevalskega gena, pri čemer 
lahko z uporabo proteaze TEV odcepimo aktivacijsko domeno. Pri tem dobimo 
transkripcijski faktor brez aktivacijske domene, ki naj bi deloval kot represor transkripcije 
poročevalskega gena, saj le zasede vezavno mesto na DNA. Uporabili smo tako celotno 
protezo TEV, kot tudi proteazo splitTEV, katere podenoti se med seboj nekovalento 
povežeta ob prisotnosti rapamicina in tako tvorita funkcionalno proteazo (slika 14). 
dmrA-Stat718 VPR/VP16TEV bs
rapamicin
STAT5 4xbs fLUCpmin
fLUC
pCMV
STAT5 4xbs fLUCpmin
fLUC
dmrA-Stat718pCMV
a) Brez rapamicina
b) Z rapamicinom
nTEV cTEV
DmrC DmrA
nTEV cTEV
 
Slika 14: Predvideno delovanje transkripcijskih faktorjev DmrA-Stat718-TEVs-VPR in DmrA-Stat718-TEVs-
VP16 pri uporabi cepljene proteaze ob odsotnosti in prisotnosti rapamicina. V odsotnosti rapamicina 
podenoti proteaze ne tvorita funkcionalne proteaze. V tem primeru aktivacijska domena VPR ali VP16 ostane 
povezana s transkripcijskim faktorjem in aktivira izražanje poročevalskega gena (a). V primeru prisotnosti 
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rapamicina podenoti proteaze tvorita funkcionalno proteazo, ki odcepi aktivacijsko VPR- ali VP16-domeno 
transkripcisjkega faktorja, poročevalski gen se v tem primeru ne izraža (b). 
4.2.1.1 Aktivnost načrtovanega transkripcijskega faktorja na osnovi aktivacijske domene 
VPR 
Celice smo transficirali s kombinacijo plazmidov pcDNA3, phRL-TK, 
4xSTATbs_pminfLUC, DmrA-Stat718-TEVs-VPR in pTEV. 48 ur po transfekciji smo 
celice lizirali in izmerili aktivacijo poročevalskega gena. 
 
 
Slika 15: Aktivnost poročevalskega gena pri uporabi transkripcijskega faktorja DmrA-Stat718-TEVs-VPR, 
izraženega v relativnih luciferaznih enotah (RLE). 
 
Merili smo aktivacijo transkripcije poročevalskega gena v kontrolnih celicah in celicah s 
transkripcijskim faktorjem DmrA-Stat718-TEVs-VPR z odsotno ali prisotno proteazo 
TEV. Povišano izražanje poročevalskega gena v primerjavi s kontrolo smo pričakovali v 
celicah s prisotnim transkripcijskim faktorjem DmrA-Stat718-TEVs-VPR. Ob prisotnosti 
proteaze pa smo pričakovali cepitev aktivacijske domene VPR in posledično nižje 
izražanje poročevalskega gena, primerljivega s kontrolo. Opazili smo, da se je ob 
prisotnosti proteaze TEV intenziteta signala luciferaze znižala, vendar ne na raven signala 
kontrolnih celic. Znižanje signala luciferaze v prisotnosti proteaze TEV nakazuje na 
delovanje proteaze in cepitev aktivacijske domene iz načrtovanega transkripcijskega 
faktorja (slika 15), vendar je do cepitve najbrž prišlo le na dobri polovici tarčnih proteinov. 
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4.2.1.2 Aktivnost načrtovanega transkripcijskega faktorja na osnovi aktivacijske domene 
VP16 
 
 
Slika 16: Aktivnost poročevalskega gena pri uporabi transkripcijskega faktorja DmrA-Stat718-TEVs-VP16, 
izraženega v relativnih luciferaznih enotah (RLE). 
 
Podobno kot v zgoraj opisanem primeru na sliki 15, smo preučili delovanje sistema, ki 
vsebuje namesto domene VPR domeno VP16. Po pričakovanjih smo opazili zvišanje ravni 
izražanja poročevalskega gena ob transfekciji načrtovanega transkripcijskega faktorja na 
osnovi aktivacijske domene VP16 (slika 16), vendar je bila absolutna vrednost nekoliko 
nižja kot v primeru transkripcijskega faktorja na osnovi aktivacijske domene VPR (slika 
15). V primeru sočasne transfekcije transkripcijskega faktorja in proteaze TEV smo opazili 
znižano izražanje poročevalskega gena. Razlika med vzorcem s transkripcijskim faktorjem 
z ali brez proteaze TEV je bila nekoliko večja v primeru uporabe transkripcijskega faktorja 
na osnovi VP16 kot na osnovi VPR. 
 
Glede na spodbudne rezultate delovanje transkripcijskega faktorja na osnovi aktivacijske 
domene VP16 (DmrA-Stat718-TEVs-VP16), smo sistem dalje preizkusili v kombinaciji s 
cepljeno proteazo (splitTEV), namesto celotne proteaze TEV. Na ta način bi lahko vse 
komponente sistema vnesli v celico in sistem uravnavali od zunaj z dodatkom majhne 
molekule. Izvedli smo dva eksperimenta, in sicer enkratno in kontinuirano stimulacijo celic 
z rapamicinom. Pri enkratni stimulaciji smo celice stimulirali z 2µM rapamicinom 24 ur po 
transfekciji. Pri kontinuirani stimulaciji celic smo 2µM rapamicin dodali 24, 48 in 72 ur po 
transfekciji. S tem smo želeli preveriti, ali lahko z večkratnim vnosom rapamicna 
izboljšamo delovanje splitTEV ter tako dosežemo manjšo aktivacijo poročevalskega gena 
v stimuliranih celicah oz. izboljšamo represijo transkripcijskega faktorja. 
39 
Krivec E. Regulacija signalnih poti limfocitov T … za izboljšano varnost celične imunoterapije.   
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
a)
b)
 
Slika 17: Aktivnost poročevalskega gena pri uporabi transkripcijskega faktorja DmrA-Stat718-TEVs-VP16. 
Rezulatati aktivnosti pročevalskega gena v celicah 24, 48 in 72 ur po stimulaciji z 2µM rapamicinom, 
izraženega v relativnih luciferaznih enotah (RLE) (a). Rezultati aktivnosti poročevalskega gena tekom 
kontinuirane stimulacije z rapamicinom, izraženega v relativnih luciferaznih enotah (RLE) (b). 
 
Pričakovali smo, da bo načrtovani transkripcijski faktor DmrA-Stat718-TEVs-VP16 v 
odsotnosti rapamicina deloval kot aktivator, torej bo signal luciferaze višji od kontrolnih 
celic. V primerjavi s kontrolnimi celicami, smo pri celicah transficiranih s transkripcijskim 
faktorjem DmrA-Stat718-TEVs-VP16 (80 ng), nTEV (40ng) in cTEV (40 ng) opazili 
povišano izražanje poročevalskega gena, ki se po pričakovanjih nekoliko zniža ob 
stimulaciji z rapamicinom. To nakazuje na dimerizacijo obeh polovic cepljene proteaze v 
funkcionalno proteazo, ki nato vpliva na delovanje transkripcijskega faktorja preko cepitve 
aktivacijske domene. Razlika med z rapamicinom stimuliranimi in nestimuliranimi vzorci 
je opazna 24 in 48 ur po transfekciji in se zmanjša tretji dan (72h) po transfekciji, ne glede 
na večkratno stimulaciji z rapamicinom, verjetno na račun znižanja koncentracije 
plazmidov v celicah (Slika 17).  
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4.2.2 Transkripcijski faktor z aktivacijsko domeno v odvisnosti od represorske 
domene DmrC-KRAB  
Načrtovani transkripcijski faktor na osnovi aktivacijske domene VP16, opisan zgoraj 
(DmrA-Stat718-TEVs-VP16), ima na N-končnem delu vezano še dimerizacijsko domeno 
DmrA, ki v zgoraj opisanih primerih, kjer smo transkripcijski faktor kombinirali s proteazo 
TEV, ni imela vloge. DmrA domena ob dodatku rapamicina tvori heterodimer z vezavnim 
partnerjem DmrC. Drugi način nadzora delovanja transkripcijskega faktorja z aktivacijsko 
domeno je uporaba represorske domene KRAB, ki je kovalentno povezana z 
dimerizacijsko domeno DmrC (DmrC-KRAB). Z uporabo rapamicina smo inducirali 
nekovalentno vezavo DmrC-KRAB na transkripcijski faktor DmrA-Stat718-TEVs-VP16 
in posledično utišali izražanje poročevalskega gena (slika 18). 
 
DmrA-Stat718 VP16TEV bs
DmrC-KRAB
STAT5 4xbs fLUCpmin
fLUC
DmrA-Stat718 VP16TEV bs
DmrC-KRAB
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a)Brez rapamicina
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Slika 18: Predvideno delovanje transkripcijskega faktorja DmrA-stat718-TEVs-VP16 pri uporabi domene 
DmrC-KRAB ob odsotnosti in prisotnosti rapamicina. V odsotnost rapamicina ni indukcije nekovalentne 
povezave represorske domene KRAB in transkripcijskega faktorja. V tem primeru se poročevalski gen izraža 
pod vplivom aktivacijske domene VPR ali VP16 (a).V prisotnosti rapamicina, ta inducira povezavo 
represorske domene KRAB in transkripcijskega faktorja, pri čemer domena KRAB prevladuje nad 
delovanjem domene VP16 in posledično utiša izražanje poročevalskega gena (b). 
 
Tako kot pri uporabi cepljene proteaze smo tudi v primeru uravnavanja delovanja DmrA-
Stat718-TEVs-KRAB z uporabo represorske domene KRAB kovalentno povezane z 
dimerizacijsko domeno DmrC izvedli enkratno in kontinuirano stimulacijo celic z 
rapamicinom. 
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Slika 19: Aktivnost poročevalskega gena pri uporabi transkripcijskega faktorja DmrA-Stat718-TEVs-VP16, 
h katerim smo z dodatkom rapamicina dimerizirali KRAB-domeno, izraženega v relativnih luciferaznih 
enotah (RLE). Graf (a) prikazuje rezultate enkratne stimulacije z rapamicinom 24 ur po transfekciji celic. 
Graf (b) prikazuje rezultate kontinuirane stimulacije z rapamicinom 24, 48 in 72 ur po transfekciji. 
 
Pri uravnavanju delovanja transkripcijskega faktorja preko indukcije nekovalentne 
povezave med DmrC-KRAB in DmrA-Stat718-TEVs-VP16 smo pričakovali, da bomo ob 
dodatku rapamicina uspešno utišali izražanje poročevalskega gena in se bo izražanje tega 
približalo ravni izražanja v kontrolnih celicah. Ob dodatku 2µM rapamicina smo dosegli 
znižanje izražanja poročevalskega gena, vendar se to ni približalo ravni izražanja gena v 
kontrolnih celicah. Opazili smo, da se intenziteta luciferaze tekom 48 in 72 ur povečuje in 
se približuje ravni pred dodatkom rapamicna (slika 19a). Torej smo dosegli le začasno 
represijo. Da bi preverili ali lahko represijo transkripcijskega faktorja izboljšamo z 
vsakodnevno stimulacijo celic z rapamicinom, smo celicam zamenjali gojišče in dodali 
sveže pripravljen rapamicin v koncentraciji 2 µM na vsakih 24 ur. Kljub dodatku 
rapamicina smo opazili znižanje razlike med stimuliranimi in nestimuliranimi vzorci 2 in 3 
dni po transfekciji (48h, 72h) (slika 19b). 
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5 RAZPRAVA  
Naš cilj je bil s pomočjo pristopov sintezne biologije vpeljati sistem na osnovi proteina 
STAT5b, ki bi ga lahko poljubno uravnavali. Z nadziranjem transkripcijskega faktorja bi 
lahko vplivali na transkripcijo genov, ki so v celici pod njegovim nadzorom. Nadzorovan 
sistem smo skušali vpeljati na osnovi dodatka aktivacijskih ali represorskih domen, ki so 
imele dodana cepitvena mesta za proteazo TEV ali pa z dodatkom dimerizacijskih domen, 
ki smo jih lahko uravnavali z dodatkom majhne molekule. Na prisotnost ali odsotnost 
represorske ali aktivacijske domene smo vplivali s pozicijo cepitvenih mest proteaze TEV 
v transkripcijskemu faktorju ali z uporabo dimerizacijske domene DmrA kovalentno 
povezane z represorsko domeno KRAB.  
5.1 TRANSKRIPCIJSKI FAKTOR Z AKTIVACIJSKO IN REPRESORSKO DOMENO 
Delovanje transkripcijskega faktorja Stat718-VPR-TEVs-KRAB, katerega lastno 
transaktivacijsko domeno smo nadomestili z aktivacijsko domeno VPR in represorsko 
domeno KRAB, med katerima smo dodali cepitveno mesto proteaze TEV, smo preizkusili 
na poročevalskem sistemu v celicah HEK293. Kombinacija domen KRAB in VPR je bila v 
preteklosti že preizkušena v povezavi s transkripcijskim faktorjem Cas9, in sicer so Gao in 
sod. (2016) domeni med drugim uporabili za izgradnjo OR-logičnih vrat, pri katerih so 
uporabili dva različna heterodimerizacijska sistema. Na N-konec dCas9 (inaktivirana 
nukleaza Cas9 z ohranjeno DNA-vezavno sposobnostjo) so dodali sistem odvisen od 
abscizinske kisline, na C-konec pa sistem odvisen od giberlina. Z dodatkom abscizinske 
kisline so inducirali nekovalentno vezavo represorske domene KRAB in dCas9, pri čemer 
so uspešno utišali izražanje poročevalskega gena. Z dodatkom giberlina so inducirali 
nekovalentno vezavo aktivacijske domene VPR in dCas9, pri čemer so uspešno aktivirali 
izražanje poročevalskega gena. Ob dodatku abscizinske kisline in giberlina so inducirali 
vezavo represorske domene in dCas9 ter aktivacijske domene in dCas9, pri čemer se je 
izražanje poročevalskega gena utišalo. Delovanje represorske domene KRAB je prevladalo 
nad delovanjem aktivacijske domene VPR.  
 
V celicah s transficiranim transkripcijskim faktorjem z aktivacijsko in represorsko domeno 
smo ravno zaradi prevlade delovanja represorske domene nad aktivacijsko pričakovali 
minimalno izražanje poročevalskega gena. Povišano izražanje poročevalskega gena smo 
pričakovali ob prisotnosti funkcionalne proteaze, ki odcepi represorsko domeno KRAB. 
Glede na rezultate (slika 9) sklepamo, da sta obe obliki proteaze, tako splitTEV kot celotna 
proteaza TEV (pTEV) uspešno cepili represorsko domeno. Vendar je do višjega signala 
luciferaze kot pri kontroli prišlo tudi pri celicah brez prisotne funkcionalne proteaze TEV 
(slika 9). Torej kombinacija VPR in KRAB domene v našem primeru ni bila idealna, saj je 
prišlo do izražanja poročevalskega gena tudi ob prisotni represorski domeni KRAB. 
Domena VPR je dokaj velika (55kDA), zato smo sklepali, da bi lahko vplivala na 
konformacijo celotnega transkripcijskega faktorja in s tem tudi na aktivnost represorske 
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domene. Tako smo načrtovali nov transkripcijski faktor, ki je namesto domene VPR 
vseboval aktivacijsko domeno VP16 (Stat718-VP16-TEVs-KRAB). Domena VP16 
povzroča v primerjavi z domeno VPR nižjo intenziteto aktivacije (Schwartz in sod, 2018), 
vendar pa je hkrati tudi precej manjša (9kDa). Tudi v tem primeru smo ob uporabi proteaze 
splitTEV opazili puščanje poročevalskega gena (slika 10a), ki pa je bilo manj izrazito kot 
pri transkripcijskemu faktorju z aktivacijsko domeno VPR.  
 
Transkripcijski faktor Stat718-VP16-TEVs-KRAB smo preizkusili tudi v kombinaciji s 
celotno proteazo TEV. V tem primeru ni prišlo do puščanja poročevalskega gena in je 
transkripcijski faktor deloval po pričakovanjih (slika 10b). Bolj pomembna kot raven 
aktivacije izražanja poročevalskega gena je bila v našem primeru razlika med 
nestimuliranimi in stimuliranimi celicami oz. celicami brez proteaze in celicami s proteazo. 
Večja kot je ta razlika, boljši nadzor imamo nad delovanjem transkripcijskega faktorja. 
Zato smo se odločili, da bomo delovanje transkripcijskega faktorja z aktivacijsko domeno 
VP16, Stat718-VP16-TEVs-KRAB preverili v celicah Jurkat. Celična linija Jurkat je 
imortalizirana T celična linija, ki je bila izolirana iz pacienta z akutno limfoblastično 
levkemijo in se uporablja predvsem za študije signalizacije celic T. S tem smo se hoteli 
približati celičnemu okolju, za katerega smo ta sistem razvijali. Rezultati, pridobljeni na 
celicah Jurkat, niso bili primerljivi z rezultati, pridobljenimi na celicah HEK293. Glede na 
rezultate se je izkazalo, da celična linija ni primerna za preučevanje transkripcijskega 
faktorja, saj se je poročevalski gen izražal tudi v celicah brez dodanega modificiranega 
transkripcijskega faktorja (slika 11). Videti je torej, da se endogeni STAT5b iz celic Jurkat 
veže na promotorska mesta in aktivira prepis poročevalskega gena kresničkine luciferaze. 
Glede na izmerjene rezultate sklepamo, da se vezava dogaja neodvisno od stimulacije celic 
z ligandom za citokinski receptor, ki je sicer sprožilec fosforilacije endogenega 
transkripcijskega faktorja in s tem aktivacije signalne poti (priloga B). V celicah s Stat718-
VP16-TEVs-KRAB je bilo izražanje poročevalskega gena celo manjše v primerjavi s 
celicami, ki so imele transficiran le poročevalski plazmid (slika 11). Ena izmed možnosti 
je, da Stat718-VP16-TEVs-KRAB zasede vezavna mesta na poročevalskem plazmidu in 
tako onemogoči vezavo endogenemu proteinu STAT5b, ki močneje aktivira transkripcijo 
poročevalskega gena. 
  
Prav tako smo preverjali vpliv Stat718-VP16-TEVs-KRAB na izražanje endogenih genov 
c-MYC in BCL-2 v celicah Jurkat. Pri nobenem genu nismo dosegli aktivacije ali utišanja 
transkripcije (slika 13). Glede na to, da razlike med kontrolnimi celicami, ki so bile 
transficirane samo s vektorjem pcDNA3 in ostalimi celicami, ki smo jih transficirali s 
Stat718-VP16-TEVs-KRAB ni, je možno, da je endogeni STAT5b celic Jurkat 
konstitutivno aktiven in z zasedanjem vezavnih mest onemogoča vezavo na promotorska 
mesta našim modificiranim transkripcijskim faktorjem. Iz analize genoma celic Jurkat je 
znano, da ima gen STAT5b mutacije, ki bi lahko potencialno vplivale na njegovo aktivnost 
oz. funkcionalnost (Gioia in sod., 2018). Za potrditev domneve o konstitutivni aktivnosti 
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endogenega STAT5b bi bilo potrebno izvesti prenos Western in detekcijo fosforiliranega 
STAT5b s protitelesi.  
5.2 TRANSKRIPCIJSKI FAKTOR Z AKTIVACIJSKO DOMENO 
Transkripcijska faktorja z aktivacijsko domeno v nasprotju z zgoraj opisanima 
transkripcijskima faktorjema z dodano aktivacijsko in represorsko domeno aktivirata 
izražanje poročevalskega gena, dokler jima z uporabo proteaze ne odcepimo aktivacijske 
domene (slika 14) ali z uporabo rapamicina induciramo nekovalentno vezavo represorske 
domene DmrC-KRAB k dimerizacijski domeni DmrA na N-koncu transkripcijskega 
faktorja (slika 18). Ko DmrA-Stat718-TEVs-VP16 ali DmrA-Stat718-TEVs-VPR 
odstranimo aktivacijsko domeno, pričakujemo utišanje izražanja poročevalskega gena, saj 
endogeni STAT5b v celicah z odstranjeno transaktivacijsko domeno ni zmožen aktivacije 
transkripcije genov in deluje kot represor (Moriggl in sod., 1996). Pri uporabi represorske 
domene KRAB, kovalentno povezane z dimerizacijsko domeno DmrC, pričakujemo, da 
delovanje represorske domene prevlada nad delovanjem aktivacijske domene. 
 
Pri uporabi obeh transkripcijskih faktorjev smo uspešno aktivirali izražanje poročevalskega 
gena. Prvi način nadzorovanja aktivnosti transkripcijskega faktorja je bil uporaba proteaze 
TEV, bodisi celotne bodisi razdeljene na dve podenoti nTEV in cTEV (splitTEV). Celotna 
proteaza je uspešno cepila aktivacijsko domeno iz obeh načrtovanih transkripcijskih 
faktorjev. Po cepljenju aktivacijske domene, se je raven signala luciferaze najbolj 
približala ravni kontrole pri transkripcijskemu faktorju DmrA-Stat718-TEVs-VP16 (slika 
16), pri DmrA-Stat718-TEVs-VPR je bil signal še vedno visoko nad ravnjo kontrolnih 
celic (slika 15). Razlog bi lahko bil, da pride do konformacijskega oviranja proteaze TEV s 
strani domene VPR in s tem zmanjšane učinkovitosti cepitve domene VPR od preostalega 
proteina. Domnevo bi lahko nedvoumno potrdili z izvedbo metode prenosa proteinov po 
Westernu. Transkripcijski faktor DmrA-Stat718-TEVs-VP16, ki je bolj uspešen pri 
utišanju poročevalskega gena, smo preizkusili v kombinaciji s cepljeno proteazo TEV. 
Relativno izražanje poročevalskega gena smo merili ob različnih časovnih intervalih, in 
sicer 24, 48 in 72 ur po dodatku rapamicina. Ob dodatku rapamicina se podenoti nTEV in 
cTEV nekovalentno povežeta v funkcionalno proteazo, ki odcepi aktivacijsko domeno 
VP16, zato se raven izražanja poročevalskega gena zniža. Med posameznimi časovnimi 
intervali smo pričakovali primerljive rezultate, se pravi aktivacijo poročevalskega gena v 
nestimuliranih celicah in približno enako raven utišanja poročevalskega gena v 
stimuliranih celicah, z dodanim rapamicinom. Tekom 72 ur se je raven izražanja 
poročevalskega gena približala vrednostim pred dodatkom rapamicina (slika 17a). Da bi 
preverili, ali je zato odgovorno razgrajevanje induktorja in posledično slabše sestavljanje 
podenot proteaze TEV, smo eksperiment ponovili s tem, da smo rapamicin dodajali 
vsakodnevno 24, 48 in 72 ur po transfekciji celic. Razlik med enkratnim in vsakodnevnim 
dodajanjem rapamicina v časovnem okviru treh dni ni bilo (slika 17). Proteaza TEV je 
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delovala učinkovitejše od podenot nTEV in cTEV, ki tvorita celotno proteazo ob 
prisotnosti rapamicina. To se je pokazalo pri vseh modificiranih transkripcijskih faktorjih, 
ki smo jih preučevali. Točnega razloga zato ne poznamo. Podenoti tako kot celotna 
proteaza prehajata v jedro, saj imata dodano sekvenco NLS. Potencialni vzrok bi lahko bilo 
slabše sestavljanje ali izražanje podenot in posledično slabša odcepitev domen za 
cepitvenim mestom. To bi lahko v nadaljevanju preverili z uporabo prenosa po Westernu.  
 
Drugi način nadzorovanja aktivnosti transkripcijskega faktorja z aktivacijsko domeno 
VP16 je bila uporaba represorske domene KRAB kovalentno povezane z dimerizacijsko 
domeno DmrC (Dmrc-KRAB). Transkripcijski faktor DmrA-Stat718-TEVs-VP16 je 
deloval po pričakovanjih, in sicer se je ob dodatku rapamicina in posledični indukciji 
vezave DmrC-KRAB in DmrA-Stat718-TEVs-VP16 izražanje poročevalskega gena 
znižalo. 48 ur po dodatku rapamicina se je raven poročevalskega gena začela zviševati in 
se po 72 urah približala predhodnim vrednostim, pred dodatkom rapamicina (slika 19a). To 
se je zgodilo tudi v primeru vsakodnevnega dodajanja rapamicina (slika 19b). Glede na 
rezultate smo dosegli le začasno represijo. Podobno se je izkazalo pri O'Geen in sod. 
(2017), saj so z uporabo Cas9-KRAB uspešno utišali ekspresijo gena HER2, vendar se je ta 
po 10 dneh vrnila na začetno raven. 
5.3 MOŽNOSTI IZBOLJŠAVE TRANSKRIPCIJSKIH FAKTORJEV 
Na splošno se je uporaba aktivacijske domene VP16 namesto VPR izkazala za boljšo, saj 
smo imeli manj puščanja poročevalskega gena. Obseg aktivacije transkripcijskega faktorja 
bi v prihodnje lahko izboljšali s postopnim dodajanjem dodatnih domen VP16, dokler bi 
bilo razmerje izražanja poročevalskega gena med nestimuliranimi in stimuliranimi 
celicami oz. celicami z odsotno in prisotno proteazo še optimalno. Prav tako se je uporaba 
celotne proteaze TEV izkazala za bolj učinkovito, zato bi bilo v prihodnje smiselno 
preveriti učinkovitost cepljenja proteaze splitTEV oz. ali prihaja do nekovaletne vezave 
podenot proteaze TEV v odsotnosti induktorja in po potrebi razmisliti o zamenjavi 
proteaze ali uporabi celotne proteaze TEV, pri čemer bi nadzor nad časovno komponento 
vzpostavili tako, da bi proteazo TEV izražali pod inducibilnim promotorjem in ne 
konstitutivnim CMV. Vendar, bi s tem s proteinskega omrežja prešli na regulacijo 
transkripcijskih faktorjev na ravni transkripcije, ki ima daljši odzivni čas. 
 
Glede na širok spekter funkcij, ki jih STAT5 opravlja v različnih celicah v telesu, na 
njegovo aktivnost vplivajo postranslacijske modifikacije in interakcije z različnimi 
kofaktorji v različnih celičnih okoljih (Hennighausen in Robinson, 2008), bi bilo delovanje 
modificiranih transkripcijskih faktorjev potrebno preučiti v primernem celičnem okolju, 
npr. v primarnih CD4+ T, CD8+ T ali NKT celičnih linijah. Treba bi bilo identificirati 
gene, prek katerih STAT5b regulira proliferacijo celic T (potencialni kandidati bcl-2, bxl in 
c-myc), in določiti, ali domena KRAB lahko učinkovito utiša njihovo ekspresijo v 
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primarnih celičnih linijah, uporabljenih v celičnih terapijah, saj epigenetsko okolje celic 
vpliva na učinkovitost represorskih domen (O’Geen in sod., 2017). V nasprotnem primeru 
se lahko delovanje domene KRAB poskuša izboljšati z dodatkom dodatnih domen, ki so 
sposobne utišati ekspresijo genov. Npr. z dodatkom fuzijskega proteina C-konca humane 
DNA metil transferaze 3 in C-konca mišjega proteina Dnmt3L (Mlambo in sod., 2018). 
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6 SKLEPI 
V magistrskem delu smo pripravili štiri različne transkripcijske faktorje, ki so temeljili na 
modificirani obliki proteina STAT5b z odstranjeno transaktivacijsko domeno. Vsi 
transkripcijski faktorji so vsebovali del, ki smo ga poimenovali Stat718. Stat718 zaobsega 
aminokisline od 2- do 718 proteina STAT5b in ga sestavljajo N-končna domena, obvita 
vijačnica (ang. coiled coil), DNA-vezalna domena, linker oz. vezavna domena in domena 
SH2. Posameznim transkripcijskim faktorjem smo nato dodali funkcijske elemente, preko 
katerih smo nadzirali njihovo delovanje v celicah HEK293 in Jurkat. Pokazali smo,da: 
 
• z odcepitvijo represorske domene KRAB s transkripcijskih fatorjev Stat718-VPR-
TEVs-KRAB in Stat718-VP16-TEVs-KRAB dosežemo aktivacijo poročevalskega 
gena; 
 
• z odcepitvijo aktivacijske domene VPR transkripcijskega faktorja DmrA-
STAT718-TEVs-VPR dosežemo represijo poročevalskega gena; 
 
• z odcepitvijo aktivacijske domene VP16 transkripcijskega faktorja DmrA-
STAT718-TEVs-VP16 dosežemo represijo poročevalskega gena; 
 
• z indukcijo nekovalentne vezave represorske domene KRAB kovalentno povezane 
z DmrC (DmrC-KRAB) in transkripcijskega faktorja DmrA-Stat718-TEVs-VP16 
dosežemo začasno represijo poročevalskega gena; 
 
Preverili smo tudi delovanje transkripcijskega faktorja STAT-VP16-TEVs-KRAB v 
celicah Jurkat in njegovo sposobnost uravnavanja izražanja endogenih genov v celicah 
Jurkat. Pokazali smo, da: 
 
• s Stat718-VP16-TEVs-KRAB nismo uspeli vplivati na izražanje endogenih genov v 
celicah Jurkat; 
 
• celice Jurkat se v našem primeru niso izkazale kot primerna celična linija za 
preučevanje transkripcijskih faktorjev načrtovanih na osnovi proteina STAT5b. 
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7 POVZETEK 
Terapija s celicami CAR-T je najnovejši način zdravljenja oblik krvnega raka kot sta 
akutna limfoblastna levkemija in difuzni velikocelični limfom B. Začetno navdušenost nad 
uspehi terapije, so zasenčili stranski učinki, predvsem razvoj sindroma prekomernega 
sproščanja citokinov. Problem pri celičnih terapijah je, da ko celice injiciramo v bolnika, 
nad njimi nimamo nadzora. Lahko z uporabo kortikosteroidov blažimo stranske učinke, ki 
jih terapija povzroči, zaradi prevelike aktivacije imunskega sistema, njihovega delovanja 
pa ne moremo ustaviti. Zato je ena izmed poti razvoja celičnih terapij tudi uporaba sintezne 
biologije z namenom vpeljave molekularnih stikal v celice CAR-T. V magistrskem delu 
smo se osredotočili na regulacijo transkripcijskega faktorja STAT5b, ki je vpleten v 
proliferacijo celic T. Načrtovali smo štiri različne transkripcijske faktorje, ki so temeljili na 
modificirani obliki proteina STAT5b z odstranjeno lastno transaktivacijsko domeno. 
Skrajšanemu proteinu smo dodali funkcijske domene za uravnavanje prepisovanja genov, 
bodisi aktivacijsko (VPR ali VP16) bodisi represorsko domeno (KRAB) bodisi obe. 
Prepoznavno mesto za proteazo TEV smo dodali načrtovanim transkripcijskim faktorjem 
glede na njihovo želeno funkcijo. S tem smo vzpostavili regulacijo transkripcije na 
proteinskem nivoju. Delovanje transkripcijskih faktorjev smo preučili z uporabo dvojnega 
luciferaznega testa v celicah HEK293. Izkazalo se je, da imamo najboljši nadzor nad 
modificiranima transkripcijskima faktorjema z aktivacijsko domeno VP16, torej DmrA-
stat718-TEVs-VP16 in Stat718-VP16-TEVs-KRAB, v kombinaciji s celotno proteazo 
TEV. Prvotno smo želeli razviti inducibilni sistem z uporabo heterodimerizacijskih domen 
DmrA-DmrC, vezanih na podenote nTEV in cTEV proteaze TEV. Z dodatkom rapamicina, 
se podenoti proteaze sestavita in odcepita, v primeru DmrA-stat718-TEVs-VP16 
aktivacijsko domeno VP16, v primeru Stat718-VP16-TEVs-KRAB pa represorsko domeno 
KRAB. Vendar splitTEV proteaza ni delovala po pričakovanjih, boljše rezultate smo 
dosegli z uporabo celotne proteaze. Delovanje transkripcijskega faktorja Stat718-VP16-
TEVs-KRAB smo preverili tudi v celicah Jurkat. Izkazalo se je, da celična linija ni 
primerna za preučevanje našega modificiranega transkripcijskega faktorja, saj se je na 
promotorska mesta poročevalskega plazmida najverjetneje vezal endogeni STAT5b. To 
domnevo bi morali v nadaljevanju potrditi s prenosom proteinov po Westernu in detekcijo 
fosforiliranega STAT5b s komercialno dostopnimi protitelesi.  
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PRILOGA A 
 
Nukleotidna zaporedja posameznih segmentov, ki jih vsebujejo DNA 
konstrukti uporabljeni v magistrskem delu: 
 
KRAB 
ggcggtggtgctttgtctcctcagcactctgctgtcactcaaggaagtatcatcaagaacaaggagggcatggatgctaagtcactaactgcctggtcccggac
actggtgaccttcaaggatgtatttgtggacttcaccagggaggagtggaagctgctggacactgctcagcagatcgtgtacagaaatgtgatgctggagaact
ataagaacctggtttccttgggttatcagcttactaagccagatgtgatcctccggttggagaagggagaagagccctggctggtggagagagaaattcaccaa
gagacccatcctgattcagagactgcatttgaaatcaaatcatcagtt 
TEVs   
ggcgaaaacctctacttccagagcggc 
Stat718aa  
gctgtgtggatacaagctcagcagctccaaggagaagcccttcatcagatgcaagcgttatatggccagcattttcccattgaggtgcggcattatttatcccagt
ggattgaaagccaagcatgggactcagtagatcttgataatccacaggagaacattaaggccacccagctcctggagggcctggtgcaggagctgcagaag
aaggcagagcaccaggtgggggaagatgggtttttactgaagatcaagctggggcactatgccacacagctccagaacacgtatgaccgctgccccatgga
gctggtccgctgcatccgccatatattgtacaatgaacagaggttggtccgagaagccaacaatggtagctctccagctggaagccttgctgatgccatgtccc
agaaacacctccagatcaaccagacgtttgaggagctgcgactggtcacgcaggacacagagaatgagttaaaaaagctgcagcagactcaggagtacttc
atcatccagtaccaggagagcctgaggatccaagctcagtttggcccgctggcccagctgagcccccaggagcgtctgagccgggagacggccctccagc
agaagcaggtgtctctggaggcctggttgcagcgtgaggcacagacactgcagcagtaccgcgtggagctggccgagaagcaccagaagaccctgcagc
tgctgcggaagcagcagaccatcatcctggatgacgagctgatccagtggaagcggcggcagcagctggccgggaacggcgggccccccgagggcag
cctggacgtgctacagtcctggtgtgagaagttggccgagatcatctggcagaaccggcagcagatccgcagggctgaacacctctgccagcagctgccca
tccccggcccagtggaggagatgctggccgaggtcaacgccaccatcacggacattatctcagccctggtgaccagcacgttcatcattgagaagcagcctc
ctcaggtcctgaagacccagaccaagtttgcagccactgtgcgcctgctggtgggcgggaagctgaacgtgcacatgaaccccccccaggtgaaggccac
catcatcagtgagcagcaggccaagtctctgctcaagaacgagaacacccgcaatgattacagtggcgagatcttgaacaactgctgcgtcatggagtacca
ccaagccacaggcacccttagtgcccacttcaggaatatgtccctgaaacgaattaagaggtcagaccgtcgtggggcagagtcggtgacagaagaaaaatt
tacaatcctgtttgaatcccagttcagtgttggtggaaatgagctggtttttcaagtcaagaccctgtccctgccagtggtggtgatcgttcatggcagccaggac
aacaatgcgacggccactgttctctgggacaatgcttttgcagagcctggcagggtgccatttgccgtgcctgacaaagtgctgtggccacagctgtgtgagg
cgctcaacatgaaattcaaggccgaagtgcagagcaaccggggcctgaccaaggagaacctcgtgttcctggcgcagaaactgttcaacaacagcagcag
ccacctggaggactacagtggcctgtctgtgtcctggtcccagttcaacagggagaatttaccaggacggaattacactttctggcaatggtttgacggtgtgat
ggaagtgttaaaaaaacatctcaagcctcattggaatgatggggccattttggggtttgtaaacaagcaacaggcccatgacctactcattaacaagccagatg
ggaccttcctcctgagattcagtgactcagaaattggcggcatcaccattgcttggaagtttgattctcaggaaagaatgttttggaatctgatgccttttaccacca
gagacttctccattcggtccctagccgaccgcttgggagacttgaattaccttatctacgtgtttcctgatcggccaaaagatgaagtatactccaaatactacaca
ccagttccctgcgagtctgctactgctaaagctgttgatggatacgtgaagccacagatcaagcaagtggtccctgagtttgtgaacgcatctgcagatgcc 
DmrA 
ggagtgcaagtggaaaccatctccccgggagacgggcgcaccttccccaagcgcggccagacctgcgtggtgcactacaccgggatgcttgaagatgga
aagaaatttgattcctcccgggacagaaacaagccctttaagtttatgctaggcaagcaggaggtgatccgaggctgggaagaaggggttgcccagatgagt
gtgggtcagagagccaaactgactatatctccagattatgcctatggtgccactgggcacccaggcatcatcccaccacatgccactctcgtcttcgatgtgga
gcttctaaaactggaa 
VPR 
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gaggccagcggttcgggacgggctgacgcattggacgattttgatctggatatgctgggaagtgacgccctcgatgattttgaccttgacatgcttggttcggat
gcccttgatgactttgacctcgacatgctcggcagtgacgcccttgatgatttcgacctggacatgctgattaacactagtggcggctctggcggcggctccgg
aggctctagccagtacctgcccgacaccgacgaccggcaccggatcgaggaaaagcggaagcggacctacgagacattcaagagcatcatgaagaagtc
ccccttcagcggccccaccgaccctagacctccacctagaagaatcgccgtgcccagcagatccagcgccagcgtgccaaaacctgccccccagccttacc
ccttcaccagcagcctgagcaccatcaactacgacgagttccctaccatggtgttccccagcggccagatctctcaggcctctgctctggctccagcccctcct
caggtgctgcctcaggctcctgctcctgcaccagctccagccatggtgtctgcactggctcaggcaccagcacccgtgcctgtgctggctcctggacctccac
aggctgtggctccaccagcccctaaacctacacaggccggcgagggcacactgtctgaagctctgctgcagctgcagttcgacgacgaggatctgggagcc
ctgctgggaaacagcaccgatcctgccgtgttcaccgacctggccagcgtggacaacagcgagttccagcagctgctgaaccagggcatccctgtggcccc
tcacaccaccgagcccatgctgatggaataccccgaggccatcacccggctcgtgacaggcgctcagaggcctcctgatccagctcctgcccctctgggag
caccaggcctgcctaatggactgctgtctggcgacgaggacttcagctctatcgccgatatggatttctcagccttgctgggctctggcagcggcagccggga
ttccagggaagggatgtttttgccgaagcctgaggccggctccgctattagtgacgtgtttgagggccgcgaggtgtgccagccaaaacgaatccggccattt
catcctccaggaagtccatgggccaaccgcccactccccgccagcctcgcaccaacaccaaccggtccagtacatgagccagtcgggtcactgaccccgg
caccagtccctcagccactggacccagcgcccgcagtgactcccgaggccagtcacctgttggaggaccccgatgaagagacgagccaggctgtcaaag
cccttcgggagatggccgatactgtgattccccagaaggaagaggctgcaatctgtggccaaatggacctttcccatccgcccccaaggggccatctggatg
agctgacaaccacacttgagtccatgaccgaggatctgaacctggactcacccctgaccccggaattgaacgagattctggataccttcctgaacgacgagtg
cctcttgcatgccatgcatatcagcacaggactgtccatcttcgacacatctctgttt 
VP16 
gcccctccgaccgatgtcagcctgggggacgagctccacttagacggcgaggacgtggcgatggcgcatgccgacgcgctagacgatttcgatctggacat
gttgggggacggggattccccgggtccgggatttaccccccacgactccgccccctacggcgctctggatatggccgacttcgagtttgagcagatgtttacc
gatgcccttggaattgacgagtacggtggg 
NLS  
gatccaaaaaagaagagaaaggta 
pCMV  
acattgattattgactagttattaatagtaatcaattacggggtcattagttcatagcccatatatggagttccgcgttacataacttacggtaaatggcccgcctggc
tgaccgcccaacgacccccgcccattgacgtcaataatgacgtatgttcccatagtaacgccaatagggactttccattgacgtcaatgggtggactatttacgg
taaactgcccacttggcagtacatcaagtgtatcatatgccaagtacgccccctattgacgtcaatgacggtaaatggcccgcctggcattatgcccagtacatg
accttatgggactttcctacttggcagtacatctacgtattagtcatcgctattaccatggtgatgcggttttggcagtacatcaatgggcgtggatagcggtttgac
tcacggggatttccaagtctccaccccattgacgtcaatgggagtttgttttggcaccaaaatcaacgggactttccaaaatgtcgtaacaactccgccccattga
cgcaaatgggcggtaggcgtgtacggtgggaggtctatataagcagagctctctggctaactagagaacccactgcttactggc 
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PRILOGA B 
 
Prikaz rezultatov delovanja transkripcijskega faktorja Stat718-VP16-TEVs-KRAB v 
kombinaciji s proteazo TEV v celicah Jurkat. 
V celicah Jurkat je prišlo do aktivacije poročevalskega gena 4xSTATbs_pminfLUC tudi v 
odsotnosti transkripcijskega faktorja Stat718-VP16-TEVs-KRAB. Do aktivacije je prišlo v 
celicah v odsotnosti in prisotnosti IL-2. Sklepamo, da se na vezavna mesta poročevalskega 
plazmida neodvisno od stimulacije celic z ligandom za citokinski receptor, v našem 
primeru IL-2 veže endogeni protein STAT5. 
 
Razpored plazmidov na mikrotiterski plošči pri preučevanju delovanja Stat718-VP16-
TEVs-KRAB v celicah Jurkat. 
 
pcDNA3 pcDNA3 
poročevalski plazmid 
4xSTATbs_pminfLUC 
poročevalski plazmid 
4xSTATbs_pminfLUC 
poročevalski plazmid 
4xSTATbs_pminfLUC + 
IL-2 
poročevalski plazmid 
4xSTATbs_pminfLUC 
+ IL-2 
poročevalski plazmid 
4xSTATbs_pminfLUC 
+ Stat718-VP16-
TEVs-KRAB 
poročevalski plazmid 
4xSTATbs_pminfLUC 
+ Stat718-VP16-TEVs-
KRAB 
poročevalski plazmid 
4xSTATbs_pminfLUC + 
Stat718-VP16-TEVs-
KRAB + pTEV. 
poročevalski plazmid 
4xSTATbs_pminfLUC 
+ Stat718-VP16-
TEVs-KRAB + pTEV. 
/ / 
 
